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Die	 hervorragenden	 katalytischen	 Fähigkeiten	 von	 Enzymen	 zeigen	 sich	 in	 ihrer	 Vielfalt	 und	 Kom‐
plexität.	Ein	Grund	für	das	große	Potential	von	Biokatalysatoren	liegt	auch	darin,	dass	die	unendliche	
Vielfalt	der	Natur	erst	ansatzweise	entziffert	ist.	Mitte	des	Jahres	2015	sind	6759	verschiedene	Enzyme	
identifiziert	 und	 beschrieben	 worden,	 wobei	 etwa	 25000	 unterschiedliche	 Enzyme	 in	 der	 Natur	
vermutet	werden.[5,6]	Durch	chemische	Modifizierungen,	zufällige	Mutationen	und	Protein	Engineering	
wird	eine	große	Anzahl	an	modifizierten	Enzymen	auch	für	die	industrielle	Anwendung	zur	Verfügung	



























raturen	 erfordern.	 Metallkatalysatoren,	 die	 beispielsweise	 Platin	 oder	 Palladium	 enthalten,	 sind	 oft	











Lagerzeiten	 ohne	 größeren	 Aktivitätsverlust	 überstehen.	 Des	Weiteren	 besteht	 die	Möglichkeit,	 das	
immobilisierte	Enzym	nach	der	Reaktion	abzutrennen	und	es	einer	weiteren	Umsetzung	zuzuführen.	














für	 den	 Organismus	 sein	 oder	 von	 diesem	 auf	 anderem	Wege	 umgesetzt	 werden.[11,14]	 Andererseits	
treten	 bei	 isolierten	 Enzymen,	 im	 Gegensatz	 zu	 Ganzzell‐Katalysatoren,	 keine	 Massentransfer‐
Limitierungen	 und	 keine	mögliche	Nebenproduktbildung	 durch	 Übermetabolisierung	 des	 Produktes	






Lactone	 dienen	 in	 der	 Industrie	 als	 wichtige	 Precursor	 für	 die	 Herstellung	 von	 unterschiedlichen	
großtechnischen	Produkten.[17]	Ausgehend	von	Cyclohexanol	(1)	soll	in	dieser	Arbeit	über	die	Zwischen‐
stufe	 Cyclohexanon	 (2)	 die	 Synthese	 von	 ɛ–Caprolacton	 (3)	 mittels	 enzymkatalysierter	 Oxidation	
erfolgen.	Für	die	Darstellung	des	Lactons	3	wird	zum	einen	eine	Alkoholdehydrogenase	(ADH)	und	zum	
anderen	 eine	 Cyclohexanon‐Monooxygenase	 (CHMO)	 als	 Biokatalysator	 in	 einem	 Eintopf‐Prozess	
eingesetzt	(Abbildung	1).		
Die	 Synthese	 enantiomerenreiner	 Amine	 ist	 ein	 wichtiger	 Bestandteil	 bei	 der	 Entwicklung	 und	
Herstellung	neuartiger	Arzneimittel	sowie	bei	der	Optimierung	der	Synthesewege	bekannter	pharma‐
zeutischer	Wirkstoffe.[18]	Für	die	Darstellung	von	(S)‐Aminen	mit	hohen	Enantiomerenüberschüssen	soll	
im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 die	 kinetische	 Racematspaltung	 von	 racemischen	 Aminen	 mit	 Hilfe	 von	

















resorbierbar	 und	 nicht	 toxisch	 für	 Organismen	 ist.[17]	 PCL	 ist	 unter	 physiologischen	 Bedingungen	
biologisch	leicht	abbaubar	und	findet	große	Verwendung	als	Biomaterial‐Implantat	oder	als	Matrix	für	
Drug‐Delivery‐Systeme	und	in	der	Therapie	für	Knochenregeneration.[17,21]	Weitere	Anwendung	findet	
ɛ‐Caprolacton	 3	 als	 Precursor	 für	 die	 Caprolactam‐Synthese,	 welches	 für	 die	 Nylon‐6‐Produktion	
benötigt	 wird,	 sowie	 in	 der	 Synthese	 von	 Urethan‐Beschichtungen,	 Elastomeren,	 Lösungsmittel‐
Verdünnern	und	Fasern.[22]			
Industriell	 wird	 Caprolacton	 (3)	 im	 sogenannten	 UCC‐Prozess	 (Union	 Carbide	 Corporation)	 durch	
Oxidation	von	Cyclohexanon	(2)	mit	Peressigsäure	bei	50	°C	und	Atmosphärendruck	hergestellt.	Die	








Zwischenstufe	 Cyclohexanon	 (2)	 zum	 Produkt	 ε‐Caprolacton	 (3)	 mit	 elementarem	 Sauerstoff	 als	
alleiniges	Oxidationsmittel	 in	 einem	Eintopf‐Prozess	 (Abbildung	2).[25,26]	Dabei	 soll	 das	Hauptaugen‐
merk	dieser	Arbeit	auf	dem	Solvenz‐Engineering	zur	Vermeidung	der	Produktinhibierung	liegen.	
	






An	 erster	 Stelle	 steht	 in	 dieser	 Arbeit	 die	 Etablierung	 einer	 stabilen	 Analytik	mittels	 Gaschromato‐














anderen	 Spezialchemikalien.	 Untersuchungen	 zeigten,	 dass	 etwa	 40	 –	 50%	 der	 pharmazeutischen	































ester	 (9)	 auch	 unter	 lösungsmittelfreien	 Bedingungen	 sehr	 gute	 Umsätze	 und	 Enantiomerenüber‐
schüsse	bei	niedrigeren	Reaktionstemperaturen	liefert.[35]	Im	Rahmen	dieser	Arbeit	soll	die	Racemat‐
spaltung	mit	Malonsäurediethylester	(9)	als	Acyldonor	unter	lösungsmittelfreien	Bedingungen	weiter	
etabliert	werden.	 Durch	 die	 Variation	 von	wichtigen	 Parametern,	 unter	 anderem	 von	Reaktionszeit,	
Temperatur,	Enzymbeladung	sowie	Substratkonzentration,	 ist	das	Ziel	dieser	Arbeit	die	Optimierung	
der	 enzymkatalysierten	 kinetischen	 Racematspaltung	 hinsichtlich	 hoher	 Umsätze	 und	 Enantioselek‐
tivitäten.	 Da	 sich	 die	 CAL‐B	 durch	 eine	 Akzeptanz	 eines	 breiten	 Substratspektrums	 auszeichnet[4],	
werden	im	Rahmen	dieser	Arbeit	unterschiedliche	Amine	getestet.	Zusätzlich	soll	der	Acyldonor	variiert	
werden.	 Außerdem	 sollte	 der	 Prozess	 eine	 hohe	 Selektivität	 und	 Reaktionsgeschwindigkeit	 sowie	














































Sie	 schlussfolgerten,	 dass	 das	 hypothetisch	 gebildete	 Oxidationsprodukt	 „Syperoxid“,	 ähnlich	 einer	
BECKMANN‐Umlagerung	 von	Oximen,	 zu	 den	 Lactonen	 umgewandelt	wird.[38]	 In	 ihrer	 Studie	 zur	Oxi‐
dation	 von	 13‐	 bis	 17‐gliedrigen	 ringförmigen	 Ketonen	 mit	 dem	 CARO’schen	 Reagenz	 untersuchten	
RUZICKA	 und	 STOLL	 im	 Jahre	 1928	 erstmals	 den	 Einfluss	 von	 Temperatur	 und	 Lösungsmittel.[41]	 Die	
besten	Ergebnisse	erhielten	sie	bei	Temperaturen	von	50	–	65	°C	in	Eisessig.	Die	Bildung	von	Oligomeren	
als	Nebenprodukte	konnte	bei	niedrigen	Temperaturen	vermieden	werden.		




nucleophilen	 Angriff	 der	 Persäure	 11	 auf	 die	 Keto‐Funktion	 postulierte,	 wodurch	 das	 sogenannte	
CRIEGEE‐Intermediat	13	gebildet	wird.[44]	Im	Jahre	1953	schließlich	konnten	DOERING	und	DORFMAN	durch	
Isotopenmarkierungsexperimente	die	Theorie	von	CRIEGEE	bestätigen,	indem	sie	18O‐markiertes	Benzo‐
phenon	 (12)	 einer	 Oxidation	mit	 Persäure	11	 aussetzten	 und	 dadurch	 die	 Position	 des	markierten	
Sauerstoffatoms	im	Produkt	14	bestimmen	konnten	(Abbildung	9).[45]		
	
Abbildung	9.	 Isotopenmarkierungsexperimente	 zur	 Aufklärung	 des	 Mechanismus	 der	 BAEYER‐
VILLIGER‐Oxidation.[40]	 Dargestellt	 sind	 die	 nach	 den	 oben	 vorgeschlagenen	Mecha‐
nismen	zu	erwartenden	Reaktionsprodukte.	
Im	 Fall	 der	 Dioxiran‐Bildung	 (15)	 nach	 VON	 BAEYER	 und	 VILLIGER	 wurde	 eine	 statistische	 50:50‐








gruppe,	 während	 die	 Carbonylfunktion	 wieder	 hergestellt	 wird	 und	 ein	 Rest	 (RM)	 vom	 Carbonyl‐
Kohlenstoff	zum	positiv	polarisierten	Sauerstoff	wandert,	wodurch	der	Ester	erhalten	wird	(Abbildung	









Gemisch	 aus	 beiden	 möglichen	 Estern	 erhalten.	 Sterische	 Ansprüche	 der	 Reste	 sowie	 sie	 Art	 der	
verwendeten	 Persäure	 spielen	 ebenfalls	 eine	 entscheidende	 Rolle.	 Demnach	muss	 im	 CRIEGEE‐Inter‐
mediat	 ein	 nicht‐bindendes	 freies	 Elektronenpaar	 des	 Sauerstoffatoms	 sowie	 die	 O‐O‐Bindung	 anti‐
periplanar	zum	wandernden	Rest	RM	stehen	(Abbildung	11).[47]		
	
Abbildung	11.	 Antiperiplanare	 Anordnung	 des	 wandernden	 Restes	 im	 CRIEGEE‐Intermediat	 (RM	=	
wandernder	Rest,	RR	=	verbleibender	Rest,	RL	=	Abgangsgruppe).[47]	
TURNER	beobachtete	bereits	1950	am	Beispiel	der	Oxidation	von	sowohl	cis‐	als	auch	trans‐1‐Acetyl‐2‐











konzertiert	 ablaufen	 und	 nannten	 dieses	 als	 Grund	 für	 die	 Stereoselektivität	 der	 Reaktion.[49]	 Die	
Beobachtungen	zur	Stereoselektivität	der	BAEYER‐VILLIGER‐Oxidation	wurden	von	MISLOW	und	BRENNER	
bestätigt,	indem	sie	das	optisch	aktive	3‐Phenyl‐2‐butanon	(20)	oxidierten	und	dabei	eine	Retention	von	
98%	 erhielten	 (Abbildung	 13).[50]	 Die	 Retention	 der	 Stereoinformation	 macht	 die	 BAEYER‐VILLIGER‐
Oxidation	zu	einem	wichtigen	Werkzeug	für	die	asymmetrische	organische	Synthese.		
	





Ende	 der	 Entwicklung	 der	Reaktion	 noch	 nicht	 abzusehen.	 In	 der	 Industrie	 findet	 die	 Synthese	 von	
ɛ‐Caprolacton	 (3)	 großtechnische	 Anwendung.	 Dabei	 spielten	 in	 den	 letzten	 Jahrzehnten	 neben	 der	
Optimierung	der	Reaktionsbedingungen	auch	Umweltaspekte	eine	immer	wichtigere	Rolle.		
Im	Allgemeinen	werden	die	bisher	verwendeten	Persäuren	in	situ	aus	den	entsprechenden	Säuren	und	
Wasserstoffperoxid	 (H2O2,	 90%)	 hergestellt,	welches	 jedoch	wegen	 der	 hohen	 Explosionsgefahr	 aus	
dem	Handel	genommen	wurde.[51,52]	Das	heute	erhältliche	70%ige	H2O2	liefert	jedoch	nur	Persäuren	mit	














Anstelle	 von	 Wasserstoffperoxid	 wird	 seit	 1991	 auch	 elementarer	 Sauerstoff	 in	 Kombination	 mit	
Benzaldehyd	als	Oxidationsmittel	eingesetzt,	welches	als	MUKAIYAMA‐System	bezeichnet	wird	und	das	




Säure	 hydrolysierten	 Ester	 zurückzuführen	 ist.	 1993	wurde	 von	BOLM	 und	KANEDA	 gezeigt,	 dass	 die	
BAEYER‐VILLIGER‐Oxidation	mit	diesem	System	selbst	in	Abwesenheit	eines	Katalysators	noch	mit	guten	
Umsätzen	verläuft,	wobei	 jedoch	ein	Überschuss	 an	Aldehyd	 sowie	die	Verwendung	von	chlorierten	
Lösungsmitteln	notwendig	ist.[63,66]	
Alternative	Ansätze	wie	beispielsweise	der	Einsatz	von	recyclisierbaren	mesoporösen	Materialien,	z.B.	
Fe‐MCM‐48[67],	 Fe‐Porphyrin‐Systemen[68]	 sowie	 die	 Oxidation	 mit	 Zinn‐	 oder	 Titan‐haltigen	 β‐Zeo‐
lithen[60,69,70]	und	zahlreichen	weiteren	heterogenen	Zinn(IV)‐Spezies[71],	Hydrocalcite[72],	Heteropoly‐
oxometalate[73],	 organische	 Ionenaustauscherharze[74]	 sowie	 organische	 Acridinium‐Systeme[75],	




System	 in	 Kombination	 mit	 ionischen	 Flüssigkeiten	 noch	 weiter	 optimiert.[77]	 Auch	 mit	 anderen	
Katalysatoren	fanden	ionische	Flüssigkeiten	bereits	Anwendung.[55,70]	Um	den	Einsatz	von	halogenierten	
Lösungsmitteln	 zu	 vermeiden	 konnten	 erfolgreich	 auf	 Silica‐immobilisierten	 Persäuren	 in	 über‐
kritischen	 Kohlenstoffdioxid	 eingesetzt	 werden.[79]	 Im	 Jahr	 2011	 fand	 auch	 Oxon,	 das	 Triple‐Salz	
2	KHSO5	.	KHSO4	.	K2SO4,	 erneut	 Anwendung	 in	 Kombination	 mit	 einem	 Phasentransfer‐Katalysator,	
welches	in	einem	Zweiphasensystem	bereits	nach	6	Stunden	bei	40	°C	gute	Umsätze	lieferte.[80]	
Es	 sind	 auch	Vorschläge	 veröffentlicht	worden,	 Lactone	 direkt	 aus	 den	 entsprechenden	 sekundären	
Alkoholen	zu	synthetisieren.	2013	verwendeten	MENG	et	al.	Perameisensäure	als	Oxidationsmittel	und	











gleich	 zur	 Enzymkatalyse,	 bei	 der	 eine	 Zugabe	 von	weiteren	Katalysatoren	 nicht	 notwendig	 ist.	 Des	

















Alternative	 zur	 Katalyse	 durch	 Enzyme	 zu	 sein.[51,52]	 Der	 Nachteil	 der	 meisten	 der	 genannten	
Katalysator‐Systeme	ist	jedoch	die	geringe	Substratbreite,	da	nur	cyclische	Ketone	umgesetzt	werden	












Carbonsäure	 mit	 Wasserstoffperoxid.	 Die	 eingesetzten	 2‐	 und	 3‐substituierten	 Cyclopentanone	
und	‐hexanone	wurden	so	zu	racemischen	Lactonen	oxidiert.	Die	dabei	erhaltenen	Ausbeuten	lagen	bei		
57	–	73%	und	waren	nur	geringfügig	niedriger	als	die	auf	klassischem	Weg	erhaltenen.	Eine	Ausnahme	
stellte	 jedoch	 2‐Oxocyclohexanessigsäure	 (28)	 dar,	 bei	 der	 durch	 intramolekulare	 BAEYER‐VILLIGER‐
Oxidation	das	entsprechende	Lacton	29	bei	einem	Umsatz	von	54%	ein	Enantiomerenüberschuss	von	





















sollte	 eine	 CAL‐B‐katalysierte	 Perhydrolyse	 zur	 Peroxysäure	 30	 durchlaufen,	 die	 wiederum	 die	
Oxidation	von	weiterem	Keton	2	 katalysieren	kann,	wodurch	ein	 autokatalytischer	Prozess	 erhalten	





Abbildung	17.	 Lipasenkatalysierte	 Perhydrolyse	mit	 anschließender	 chemischer	 BAEYER‐VILLIGER‐










cyclische,	 sondern	 auch	 aliphatische	 und	 aromatische	 Ketone	 in	 die	 entsprechenden	 Ester	 umzu‐
wandeln.	Die	Epoxidierung	von	C=C‐Doppelbindungen[101]	sowie	unter	anderem	die	Sulfoxidation[102],	
Phosphoxidation[103],	 Aminoxidation[104],	 Boronsäurenoxidation[105]	 und	 Selenoxidation[106]	 können	
ebenfalls	durch	BVMOs	katalysiert	werden.			
Die	 BAEYER‐VILLIGER‐Monooxygenasen	 gehören	 zu	 einer	 Superfamilie,	 die	 drei	 Klassen	 von	 flavin‐
abhängigen	 Monooxygenasen	 umfassen:	 die	 sogenannten	 Flavin‐enthaltenden	 Monooxygenasen	












Die	 BVMOs	 aktivieren	 reduktiv	 Sauerstoff	 (O2)	 und	 bauen	 diesen	 in	 ein	 Substrat	 ein.	 Sie	werden	 in	
Monooxygenasen	und	Dioxygenasen	eingeteilt.[109,110]	Dabei	führen	Monooxygenasen,	zu	denen	auch	die	





































so	 entstandene	 C4a‐Peroxyflavin	 (36)	 greift,	 ähnlich	 wie	 die	 Persäure	 in	 der	 chemischen	 BAEYER‐
VILLIGER‐Oxidation,	 nucleophil	 an	die	 Carbonylfunktion	des	Ketons	2	 an.[12]	Die	Bildung	des	CRIEGEE‐
Intermediats	37	ist	der	geschwindigkeitsbestimmende	Schritt.[130]	Bei	der	anschließenden	Umlagerung	
müssen	 die	 stereoelektronischen	Voraussetzungen	der	 antiperiplanaren	Anordnung	 der	O‐O‐Einheit	
sowie	das	synchrone	Wandern	des	Restes,	wie	bei	dem	Peroxid‐Mechanismus	(Abbildung	11,	Abschnitt	










































































































WALSH	 et	 al.	 untersuchten	 1982	 die	 Fähigkeit	 der	 CHMO	 zur	 Oxidation	 von	 Heteroatom‐Verbin‐
dungen.[131]	 Der	 ambivalente	 Charakter	 des	 C4a‐Peroxyflavins	 36	 ist	 demnach	 der	 Grund	 für	 die	
katalytische	Aktivität	gegenüber	elektronenreichen,	z.B.	Ketone,	als	auch	elektronenarmen	Substraten,	



















natürlich	 in	 mariner	 Umgebung	 vorkommt,	 ist	 es	 im	 biologischen	 Abbau	 von	 Cyclohexanol	 (1),	 zu	
Adipinsäure	 (41)	 beteiligt,	 indem	 es	 Cyclohexanon	 (2)	 zu	 ε–Caprolacton	 (3)	 oxidiert	 (Abbildung	
























Phenylessigester	 katalysiert,	 und	weist	 eine	Homologie	 von	 40.3%	 zur	 CHMO	 von	Acinetobacter	 sp.	
auf.[116,137]	Die	Kristallstruktur	wurde	mit	gebundenem	FAD,	jedoch	in	Abwesenheit	von	Cofaktor	und	





Domäne	 eingekeilt	 ist.	 Bemerkenswert	 ist,	 dass	 sich	 das	 Sequenzmotiv	 der	 BVMO	 nicht	 im	 aktiven	
Zentrum	befindet,	 sondern	 in	einer	Schleife,	die	die	beiden	Domänen	verbindet.	Das	aktive	Zentrum	
enthält	 zudem	 die	 Aminosäure	 Arg337,	 der	 die	 Funktion	 zugeschrieben	wird,	 das	 negativ	 geladene	
Flavin‐Peroxid‐Intermediat	35	durch	Wasserstoffbrückenbindungen	zu	stabilisieren.	
Arg337	 ist	 außerdem	 nicht	 in	 einer	 einzelnen	 Konformation	 fixiert,	 sondern	 besitzt	 eine	 inhärente	
Flexibilität.	Im	Laufe	des	Katalysezyklus	nimmt	Arg337	zwei	Konformationen	ein:	die	„IN“‐Position,	wie	
es	 in	 der	 erhaltenen	Kristallstruktur	 beobachtet	wurde,	 bei	 der	 das	 Flavin	 stabilisiert	wird,	 und	die	
„OUT“‐Position,	 in	der	der	Cofaktor	angrenzend	zum	Flavin	positioniert	wird.	Die	Übertragung	eines	
Hydrid‐Ions	vom	Nicotinamid‐Ring	zum	FAD	findet	folglich	erst	nach	einer	Konformationsänderung	im	












Form,	mit	 FAD	 und	NADP+	 auf	 (Abbildung	 24).[140]	 Diese	 CHMO	 ist	 ein	 stabiles,	monomeres	 Enzym,	




bzw.	 3°,	 was	 zu	 einer	 Verschiebung	 um	 5	Å	 bzw.	 2	Å	 von	 Resten	 führt,	 die	weiter	 entfernt	 von	 der	
Rotationsachse	 sind.	 Durch	 diese	 Rotation	 wird	 der	 Cofaktor	 seitlich	 näher	 zum	 Flavin	 geschoben,	
sodass	der	benötigte	Hydridtransfer	stattfinden	kann.	
	





Stereoselektivität	 umsetzen	 kann,	war	wenig	 über	 ihre	 Chemoselektivität	 bekannt.	Die	 Chemoselek‐


























Dehydrogenasen	 gehören	 allgemein	 zur	 Klasse	 der	 Oxidoreduktasen	 und	 haben	 in	 der	 Natur	 die	
Funktion,	 stereospezifisch	 prochirale	 Cabonylverbindungen	 zu	 reduzieren.[144]	 Zur	 biokatalytischen	
Darstellung	 von	 sekundären	 Alkoholen	 aus	 Carbonylverbindungen	 als	 wichtige	 Bausteine	 für	 die	
pharmazeutische	 Industrie	 werden	 in	 großem	 Umfang	 Alkohol‐Dehydrogenasen	 (ADH)	 eingesetzt.	
Diese	 treten	 in	einer	Vielzahl	von	 lebenden	Organismen	auf,	 in	denen	sie	 für	die	Entgiftung	und	den	






































Durch	 Zugabe	 des	 Komplexbildners	 Ethyldiamintetraacetat	 (EDTA)	 wurde	 die	 Inaktivierung	 des	
Enzyms	gezeigt,	da	so	die	quarternäre	Struktur	des	Enzyms	nicht	mehr	stabilisiert	werden	kann.	Durch	
Zugabe	von	Mg+‐Ionen	kann	dessen	Aktivität	zu	etwa	einem	Drittel	wieder	regeneriert	werden.[148]	Die	










































muss.	 Aus	 diesem	 Grund	 wurden	 Systeme	 zur	 in	 situ‐Cofaktor‐Regenerationssysteme	 entwickelt.	
Generell	werden	zwei	unterschiedliche	Strategien	zur	Cofaktor‐Regeneration	angewandt	(Abbildung	
30).[14,154]	 Zum	 einen	 die	 substratgekoppelte	 Cofaktor‐Regeneration,	 die	 auf	 einen	 Alkohol	 als	 Co‐
substrat,	meist	 iso‐Propanol,	basiert,	der	 in	der	Rückreaktion	von	derselben	Alkohol‐Dehydrogenase	





zweiten	 Enzyms	 notwendig,	 welches	 ein	 Cosubstrat	 unter	 Rückbildung	 des	 Cofaktors	 umsetzt.	 Die	
Reaktion	ist	irreversibel,	wodurch	das	Gleichgewicht	ebenfalls	zur	Produktseite	verschoben	wird.	Ein	
gutes	Regenerationssystem	sollte	preiswert	sein,	keine	Nebenprodukte	produzieren	und	nicht	mit	den	
katalytischen	 Eigenschaften	 des	 Enzyms	 wechselwirken.	 Klassisch	 werden	 als	 Redox‐Enzym	 Dehy‐




katalysatoren,	 die	 neben	 dem	 rekombinanten	 produzierenden	 Enzym	 ein	 Cofaktor‐regenerierendes	
Enzym	 coexpremiert	 enthalten,	 besitzen	 weitere	 Vorteile	 wie	 die	 leichte	 Handhabbarkeit	 von	 Bio‐
transformationen	 durch	 Verzicht	 auf	 Isolierung	 und	 Reinigung	 von	 Enzymen	 sowie	 die	 zellinterne	
Cofaktor‐Regeneration.	Gleichzeitig	schließen	sie	das	Vorhandensein	konkurrierender	Enzyme,	wie	es	
bei	Wildtypzellen	der	Fall	ist,	aus.	Zu	beachten	ist	sowohl	bei	isolierten	Enzymen	als	auch	bei	Ganzzell‐






regeneriert	 dadurch	 den	 Cofaktor	 NAD(P)+	 (Abbildung	 31).[155]	 Durch	 die	 spontane	 Hydrolyse	 des	





Glukose‐6‐Phosphat	 (48‐b,	 G6P)	 zu	 Glukonolacton	 (49‐b),	 welches	 spontan	 zu	 Glukonsäure	 (50‐b)	
hydrolysiert.	Einen	großen	Nachteil	dieses	Systems	stellen	die	hohen	Kosten	für	das	G6P	(48‐b)	dar.	Die	
G6PDH	 wurde	 bereits	 in	 Ganzzellsystemen	 zusätzlich	 zur	 BVMO	 überexprimiert.[16]	 Die	 erhöhte	









Die	 Phosphit‐Dehydrogenase	 (PtxD)	 katalysiert	 die	 Oxidation	 von	 Phosphit	 zu	 Phosphat	mit	 gleich‐
zeitiger	 Reduktion	 von	NAD+	 zu	NADH	 (Abbildung	 32).[158,159]	 Anstelle	 von	 PtxD	 kann	 eine	Alkohol‐
Dehydrogenase	(ADH)	zusammen	mit	iPrOH	zugefügt	werden,	um	NADP+	wieder	zu	regenerieren.[162]	












entsprechenden	Keton	 und	 reduziert	währenddessen	das	NADP+	 zu	NADPH.	Anschließend	wird	das	

























Bei	 der	 in	 der	 Arbeitsgruppe	 bereits	 etablierte	 Doppeloxidation	 wird	 Cyclohexanol	(1)	 durch	 den	
Biokatalysator	Lk‐ADH	in	situ	zu	Cyclohexanon	(2)	und	dieses	anschließend	durch	die	Cyclohexanon‐
Monooxygenase	sofort	weiter	zu	ɛ‐Caprolacton	(3)	oxidiert	(Abbildung	34).[26]	Die	Enzymaktivitäten	der	






den	höchsten	produktbezogenen	Umsatz	 von	>97%	bei	 einer	 Substratkonzentration	von	20	mM	bei	


















Zur	 Bestimmung	 der	 Umsätze	wurde	 im	 Anschluss	 an	 die	 Reaktion	 extraktiv	 in	 EPPENDORF‐Gefäßen	
aufgearbeitet.	Nach	Entfernen	des	organischen	Lösungsmittels	unter	vermindertem	Druck	wurde	der	
vollständige	Reaktionsansatz	in	NMR‐Röhrchen	überführt.	Urotropin	(51)	diente	dabei	in	Form	einer	
frisch	 angesetzten	 Stammlösung	 (0.17	 M	 in	 CDCl3,	 0.1	 mL)	 als	 externer	 Standard.	 Mittels	 1H‐NMR‐
Spektroskopie	wurde	das	Verhältnis	von	Produkt	3	zum	Standard	51	anhand	der	erhaltenen	Integrale	


















mithilfe	 der	 Gleichungen	 1	 und	 2	 ermittelten	 Umsätzen	 gibt.	 Dieses	 kann	 mit	 der	 Flüchtigkeit	 der	
Komponenten	 Cyclohexanol	 (1)	 und	 Cyclohexanon	 (2)	 während	 der	 extraktiven	 Aufarbeitung	 mit	
anschließendem	Entfernen	des	Lösungsmittels	bei	vermindertem	Druck	begründet	werden,	da	in	Anwe‐
senheit	eines	externen	Standards	nur	das	Verhältnis	der	Komponenten	untereinander	bestimmt	werden	





(Tabelle	2).	Laut	Einwaage	 liegt	das	Verhältnis	bei	1	 :	0.80	 (51	/	1),	nach	24	Stunden	wird	dasselbe	



































nicht	 verhindert	 werden.	 Daher	 wurde	 in	 einem	 separaten	 Experiment	 die	 Rückgewinnungsrate	
während	der	Aufarbeitung	untersucht	(Abschnitt	3.3.2.3).	
Tabelle	3.	 Bestimmung	der	Durchschnittsabweichung	der	Komponenten	1,	2	und	3.	
Eintrag	 Komponente	 Einwaage	[mg]	a)	 Abweichung	[%]	a)	b)	
1	 1	 0.93	–	2.49	 2‐4	
2	 2	 0.81	–	1.58	 1	














ε‐Caprolacton	 (3,	 je	 40	 mM)	 in	 KPi‐Puffer	 (5	 mL)	 über	 einen	 Zeitraum	 von	 24	Stunden	 bei	 Raum‐
temperatur	 gerührt.	 Im	Anschluss	wurde	 die	 jeweilige	 Lösung	 extraktiv	 aufgearbeitet,	 das	 Lösungs‐
mittel	entfernt	und	der	gesamte	Kolbeninhalt	 in	ein	NMR‐Röhrchen	überführt.	Mithilfe	des	externen	
Standards	50	wurden	die	Wiederfindungsraten	mittels	NMR‐Spektroskopie	ermittelt,	die	bei	sehr	guten	










dabei	 auf	 die	 unterschiedlichen	Rückgewinnungsraten	bei	 unterschiedlichen	Konzentrationen	 gelegt	
wurde.	Dafür	wurden	die	Komponenten	1,	2	und	3	 in	verschiedenen	Konzentrationen	(20	–	80	mM)	
























sphäre	 im	 Reaktionsgefäß	 zu	 sättigen,	 und	 somit	 der	 Verlust	 geringer	 ist.	 Des	Weiteren	 spielt	 der	
Verteilungskoeffizient	der	einzelnen	Substanzen	während	Aufarbeitung	eine	wichtige	Rolle.	Der	logP‐
Wert	 ist	 charakteristisch	 für	 jede	 einzelne	 Verbindung	 und	 somit	 auch	 die	 Effizienz	 des	 jeweiligen	
Extraktions‐Vorgangs	aus	einer	wässrigen	Phase.		





gegeben	 und	 die	 zurückbleibende	 wässrige	 Phase,	 die	 noch	 das	 Enzym‐Pellet	 enthält,	 erneut	 mit	
Lösungsmittel	versetzt.	Durch	diese	Änderung	wird	eine	höhere	Rückgewinnungsrate	erzielt,	da	noch	
weitere	Substanz	aus	dem	Pellet	erhalten	werden	kann.	Somit	konnte	die	gesamte	in	der	Biotransfor‐




























































































der	 Aufarbeitung	 von	 3	 x	 30	min	 auf	 3	 x	 5	Minuten	 verkürzt.	 Die	 Ergebnisse	 sind	 in	 Abbildung	 41	
aufgezeigt.		
	
Abbildung	41.	 Bestimmung	 der	 Rückgewinnungsrate	 von	 ɛ–Caprolacton	 (3)	 bei	 verschiedenen	
Enzymmengen	und	bei	unterschiedlichen	Zentrifugierzeiten.	
Die	Rückgewinnungsrate	sinkt	mit	steigendem	Enzymgehalt	der	Mischung,	was	auf	einen	Einschluss	von	
Substrat	 im	Enzym‐Pellet	 hindeutet.	 Dieses	 Pellet	wird	wahrscheinlich	mit	 zunehmender	Dauer	 des	
Zentrifugierens	 fester	 und	 stärker	 komprimiert,	 sodass	 das	 darin	 enthaltene	 Substrat	 auch	 durch	
mehrfaches	Waschen	nicht	herausgespült	werden	kann.	Auch	konnte	festgestellt	werden,	dass	sich	bei	


























































in	 den	 Methoden	 selbst	 vorhandenen	 Fehlern	 erklärt	 werden.	 Auch	 reagiert	 das	 GC	 vor	 allem	 bei	
niedrigeren	Konzentrationen,	wie	es	in	diesem	Beispiel	beim	Edukt	1	der	Fall	ist,	sensibler,	da	im	NMR‐









durch	 Oxidation	 zu	 NADP+	 bzw.	 die	 Bildung	 von	 NADP+,	 welches	 bei	 einer	 anderen	 Wellenlänge	









































1	 ECS	Mo‐01 7.38 3.00 100	
2	 ECS	Mo‐03 0.50 0.20 7	




ECS	 Mo‐03,	 einer	 Phenylaceton‐Monooxygenase	 (PAMO),	 sowie	 ECS	 Mo‐05,	 einer	 p‐Hydroxyaceto‐
phenon‐Monooxygenase	(HAPMO),	mit	Cyclohexanon	(2)	als	Standardsubstrat	sollten	die	Aktivitäten	
mit	 der	 von	 CHMO	 (ECS	Mo‐01)	 verglichen	werden.	 Da	 alle	 drei	 BVMOs	 in	 flüssiger	 Form	 erhalten	
wurden,	kann	kein	direkter	Vergleich	der	mittels	UV/Vis‐Spektroskopie	erhaltenen	Aktivitäten	(U/mL)	

















Eintrag	 Substrat	 Aktivität	[U/mg] Relative	Aktivität	[%]
1	 2	 0.101 100	
2	 51	 0.003 3	











Eintrag	 Substrat	 Aktivität	[U/mL] Relative	Aktivität	[%]
1	 47	 21.5 100	
2	 1	 33.0 153	




Inhibierung	 der	 CHMO	 auftritt.[26]	 Um	 Produktinhibierungen	 zu	 vermeiden,	 wurden	 in	 den	 letzten	
Jahren	 verschiedene	 Methoden	 zur	 in	 situ‐Produktentfernung	 entwickelt,	 darunter	 der	 Einsatz	 von	











der	 Literatur	 wurde	 beschrieben,	 dass	 für	 die	 BAEYER‐VILLIGER‐Oxidation	 von	 benzolgebundenen	
Ketonen	 durch	 Katalyse	 durch	 die	 Monooxygenasen	 PAMO	 und	 HAPMO	 höhere	 Umsätze	 durch	
Verwendung	von	verschiedenen	organischen	Lösungsmitteln	in	einer	5%	(v/v)	Konzentration	erzielt	
werden	 können.[112]	 Der	 Einsatz	 eines	 zweiphasigen	Reaktionsmediums	 kann	 auch	 dazu	 dienen,	 die	
CHMO	zu	stabilisieren,	wenn	mit	hohen	Substratkonzentrationen	gearbeitet	werden	soll.	Zudem	ist	auch	
bekannt,	 dass	 die	 getesteten	 Monooxygenasen	 unterschiedliche	 organische	 Lösungsmittel	 tolerie‐
ren.[172,173]		
Ausgehend	vom	Standard‐Versuch	aus	Kapitel	3.3.2.4	wurde	zunächst	der	Lösungsmitteleffekt	unter‐
sucht.	Dafür	 sollte	 sowohl	das	organische	Lösungsmittel	 als	 auch	die	Konzentration	variiert	werden	
(Abbildung	 43).	 Die	 Bestimmung	 der	 Stoffmenge	 ist	 bei	 den	 gezeigten	 Reaktionen	 auf	 zwei	Wegen	
durchgeführt	 worden.	 In	 den	 meisten	 Fällen	 ist	 die	 Stoffmenge	 mittels	 1H‐NMR‐Spektroskopie	 mit	
Urotropin	 (51)	 als	 externer	 Standard	 bestimmt	worden.	 Bei	 den	 Reaktionen	mit	 10%	 organischem	
Lösungsmittel	 sowie	 mit	 Methylcyclohexan‐gesättigtem	 Puffer	 wurden	 die	 Stoffmengen	 mittels	 GC‐
Methode	ermittelt.	Der	Umsatz	des	Benchmark‐Versuchs	in	Puffer	(vgl.	Kapitel	3.3.2.4)	wurde	ebenfalls	
mtitels	GC	bestimmt	und	dient	zum	Vergleich.	Dabei	 ist	der	 in	Kapitel	 	3.3.2.3	bestimmte	Verlust	der	
Substanzen	mit	bis	zu	10%	pro	Komponente	bei	den	hier	verwendeten	geringen	Konzentrationen	zu	
berücksichtigen.		
Zunächst	 ist	 ein	 großer	 Unterschied	 der	 Reaktionen	 in	 Puffer	 und	 dest.	 Wasser	 zu	 erkennen.	 Der	
geringere	Umsatz	 in	Wasser	 ist	mit	 einer	möglichen	Veränderung	des	pH‐Wertes	des	ungepufferten	
Systems	zu	erklären,	die	durch	hydrolytische	Spaltung	des	gebildeten	Lactons	3	auftreten	kann.		
Allgemein	konnte	gezeigt	werden,	dass	die	enzymatische	BAEYER‐VILLIGER‐Oxidation	auch	in	Anwesen‐
heit	 eines	 organischen	 Lösungsmittels	 stattfindet.	 Zwar	 liefert	 die	Oxidation	 in	 einem	 zweiphasigen	
System	allgemein	geringere	Umsätze	als	in	reinem	Puffer,	jedoch	wird	dieser	negative	Effekt	teilweise	
durch	 eine	 bessere	 Löslichkeit	 des	 Lactons	 3	 in	 dem	 Lösungsmittel‐Gemisch	 aufgehoben.	 Ähnliche	





Isooctan	 (v/v)	 erzielt	 werden.	 Dieses	 ist	 nicht	 weiter	 überraschend,	 da	 Isooctan	 von	 den	 hier	 ver‐
wendeten	Lösungsmitteln	den	höchsten	logP‐Wert	von	4.54	besitzt.[176]		
Die	Umsätze	mit	jeweils	10%	(v/v)	Methylcyclohexan	(logP	=	3.88)[177]	und	Toluol	(logP	=	2.73)[177]	sind	






















Angegeben	 ist	 der	 Umsatz	 der	 Komponenten	2	 und	3	 sowie	 die	 nicht	 umgesetzte	

























































Zusammenfassend	 kann	 geschlussfolgert	 werden,	 dass	 die	 Zugabe	 von	 10%	 Isooctan	 (v/v),	 einem	
Lösungsmittel	mit	hohem	logP‐Wert,	zur	Reaktionsmischung	immer	noch	zu	hervorragenden	Umsätzen	
bis	zu	87%	führt.	Da	die	Ansätze	stets	nach	24	Stunden	beendet	worden	sind,	könnte	hier	eine	Verlän‐
















			1	a)	 1 40 RT 97 3	
2	 2 40 RT 97 0	
3	 10 40 RT 61 11	
4	 1 40 30 48 5	
















ist	 und	 das	 sonst	 labile	 C4a‐Hydroperoxyflavin	 (36)	 der	 CHMO	 solange	 stabilisiert,	 bis	 ein	 Substrat	
verfügbar	 ist.[178]	 Liegt	 nun	 in	 der	 Reaktionsmischung	 ein	 Überschuss	 an	 NADP+	 im	 Vergleich	 zum	
Substrat	 vor	 ([S]	 >	KM),	 so	kommt	 es	 in	 solchen	Fällen	 zu	 einer	 kompetitiven	 Inhibierung	bezüglich	
NADPH.	Diese	Art	der	Hemmung	des	Enzyms	kann	jedoch	durch	Erhöhung	der	Substratkonzentration	
wieder	rückgängig	gemacht	werden.	
Die	 Erhöhung	 der	Temperatur	 von	 20	 °C	 auf	 30	 °C	 führte	 lediglich	 zu	 48%	Umsatz	 (Eintrag	 4).	 Die	
Halbwertszeit	der	 isolierten	CHMO	beträgt	 laut	Literatur	bei	25	°C	und	pH	8.5,	dem	Optimum	seiner	
katalytische	Aktivität,	etwa	einen	Tag[179],	sodass	davon	ausgegangen	werden	kann,	dass	die	katalytische	







































































































































werden.	Die	 treibende	Kraft	 hinter	 der	Adsorption	 ist	 die	Wechselwirkung	 zwischen	den	unpolaren	
Regionen	 des	 zu	 adsorbierenden	 Moleküls	 und	 der	 polaren	 Oberfläche	 des	 Harzes.	 So	 können	 viel	









Simulation	 der	 Aufarbeitung	 untersucht	 werden,	 indem	 das	 Substrat	 1	 bzw.	 das	 Lacton	 3	 über	
20	Stunden	 bei	 Raumtemperatur	 in	 Puffer	 zusammen	 mit	 dem	 jeweiligen	 Adsorberharz	 gerührt.	
Anschließend	 wird	 zum	 einen	 das	 Harz	 abfiltriert	 und	 mehrmals	 mit	 organischen	 Lösungsmitteln	
gewaschen,	zum	anderen	die	organische	Phase	extraktiv	aufgearbeitet	(Tabelle	9).	Die	Aufnahmefähig‐
keit	der	beiden	Harze	XAD‐7	und	XAD‐1180	für	die	Substrate	Cyclohexanol	(1)	und	ɛ–Caprolacton	(3)	
liegen	 abhängig	 von	 Substrat,	 Lösungsmittel	 und	 Harz	 nur	 bei	 2	 –20%.Nach	 der	 extraktiven	
Aufarbeitung	können	nur	46	bzw.	74%	von	Cyclohexanol	(1)	bzw.	ɛ‐Caprolacton	(3)	in	Anwesenheit	von	
XAD‐7	 zurückgewonnen	 werden.	 Die	 Verwendung	 von	 MTBE	 anstelle	 von	 Dichlormethan	 als	











Eintrag	 Substanz	 Harz		/	[mg]	 Solvenz	 Rückgewinnungsrate	[%]
Harz	 insgesamt
1	 1	 XAD‐7	/	100	 DCM	 2	 46	
2	 3	 XAD‐7	/	100	 DCM	 8	 68	
3	 3	 XAD‐7	/	200	 DCM	 8	 74	
4	 3	 XAD‐7	/	100	 MTBE	 4	 30	
5	 1	 XAD‐1180	/	100	 DCM	 20	 89	
6	 1	 XAD‐1180	/	200	 DCM	 10	 41	






24	Stunden	 gerührt.	 Der	 dadurch	 erhaltene	 Umsatz	 beträgt	 24%	 bezüglich	 des	 Urotropins	 (51)	 als	
externer	Standard	(produktbezogener	Umsatz:	48%).	Die	insgesamt	zurückgewonnene	Stoffmenge	aller	
drei	Komponenten	lag	nach	der	Aufarbeitung	bei	nur	50%.	Da	die	Reaktion	nur	zur	Hälfte	ablief,	ist	es	
















Alkylsubstituierte	 Caprolactone	 sind	 von	 großem	 Interesse	 für	 die	 Synthese	 von	 entsprechenden	
Polymeren.	Die	Copolymerisation	von	ɛ‐Caprolacton	 (3)	mit	Trimethylcaprolactonen	wurde	von	der	
Firma	DAICEL	patentiert.[22]	Durch	Umsetzung	der	daraus	entstandenen	Polyole	mit	Diisocyanate	werden	
Polyurethane	 erhalten,	 die	 sich	 durch	 exzellente	 Hydrolysebeständigkeit	 sowie	 durch	 hohe	 mecha‐
nische	Stärke	und	Stabilität	gegenüber	hohen	Temperaturen	und	Feuchtigkeit	auszeichnen.		
Bei	 der	 BAEYER‐VILLIGER‐Oxidation	 von	 3,5,5‐Trimethylcyclohexanon	 (55)	 entsteht	 auf	 chemischem	
Wege	eine	racemische	Mischung	aus	den	Regioisomeren	3,3,5‐	und	3,5,5,‐Trimethyl‐ɛ‐caprolacton	(56	
bzw.	 57)	 (Abbildung	 49).	 In	 diesem	 Fall	 werden	 vier	 Produkte	 gebildet,	 da	 es	 nur	 einen	 geringen	
energetischen	Unterschied	 der	 beiden	wandernden	 Kohlenstoffatome	 gibt.[181]	 Die	 Anwesenheit	 von	































festgestellt	 werden.	 Das	 13C‐NMR‐Spektrum	 zeigt	 keine	 für	 Carbonylfunktionen	 charakteristischen	
Signale	im	Bereich	zwischen	170	und	220	ppm,	sodass	davon	ausgegangen	werden	kann,	dass	weder	
das	Keton	55	noch	eins	der	möglichen	Lactone	56	bzw.	57	in	der	Reaktionsmischung	anwesend	sind.	















































3‐alkylierte	 Cyclohexanone	 liefern	 jedoch,	 besonders	 bei	 kleinen	 Alkylresten,	 ebenfalls	 beide	 Regio‐
isomere	als	Racemate,	da	für	die	Monooxygenase	keine	elektronische	Präferenz	existiert	(Abbildung	49).	
Parallel	 zu	 der	 Untersuchung	 der	 Oxidation	 von	 Trimethylcyclohexanol	 53	 sollte	 die	 enzymatische	
BAEYER‐VILLIGER‐Oxidation	 von	 Isophoron	 (52)	 untersucht	 werden.	 Isophoron	 (52)	 wird	 aufgrund	
seiner	hervorragenden	Lösefähigkeiten	als	Lösungsmittel	für	Harze,	Bindemittel	und	Chemieprodukte	
















































der	 Reaktionsmischung	 ein	 neues	 Signal	 beobachtet	 werden,	 was	 etwa	 0.3%	 Fläche	 und	 0.12	 mM	
entspricht.	 Auch	 in	 diesem	 Fall	 ist	 der	 Unterschied	 zwischen	 den	 erhaltenen	 Konzentrationen	 des	
Ketons	52	sehr	groß	und	auf	unterschiedliche	Messver‐fahren	zurückzuführen.	Ebenso	wie	in	Abbildung	

























breiten	 Spektrum	 industrieller	 Anwendungen,	 wie	 beispielsweise	 in	 der	 Lebensmittel‐Technologie,	
Waschmittel	und	chemischen	 Industrie	sowie	 in	der	biomedizinischen	Forschung.[185,186]	Die	meisten	










Neben	 den	 lipolytischen,	 d.h.	 fettspaltenden	 Eigenschaften,	 besitzen	 die	 Lipasen	 noch	 eine	 ester‐
spaltende	 Aktivität.[185]	 Sie	 katalysieren	 neben	 der	 Hydrolyse	 und	 Umesterung	 außerdem	 die	 Alko‐







molekularbiologische	 Ansätze	 wie	 Protein	 engineering	 oder	 gerichtete	 Evolution	 weiter	 verbessert	
werden.[188]	Lipasen	benötigen	keine	teuren	Cofaktoren	und	sind	chemoselektiv.	Sie	besitzen	eine	hohe	




Lipasen	besitzen	zudem	die	Fähigkeit,	 zwischen	den	Enantiomeren	eines	 racemischen	Gemisches	 zu	






BRADY	et	al.	 publizierten	1990	die	 erste	Kristallstruktur	 einer	Lipase	 aus	dem	Pilz	Mucor	miehei.[191]	








Die	 Bestimmung	 der	 dreidimensionalen	 Struktur	 von	 unterschiedlichen	 Lipasen	 bestätigt	 deren	
Klassifikation	als	Serin‐Hydrolasen.[186]	Das	aktive	Zentrum	der	Lipasen	enthält	eine	katalytische	Triade	





Ein	 unübliches	 und	 interessantes	 Merkmal	 der	 Struktur	 der	 Lipasen	 ist,	 dass	 das	 aktive	 Zentrum	
vollständig	 unter	 einer	 deckelartigen	 Struktur,	 bestehend	 aus	 ein	 oder	 zwei	 α–Helices,	 verdeckt	 ist.	
Durch	eine	Bewegung	des	Deckels	wird	das	aktive	Zentrum	für	das	Substrat	zugänglich.	Diese	struk‐









einen	 Aspartat‐	 oder	 Glutamat‐Rest	 handeln.	 Während	 der	 Hydrolyse	 einer	 Ester‐Bindung	 findet	
zunächst	ein	nucleophiler	Angriff	des	Sauerstoffs	des	Serin‐Restes	auf	das	Carbonyl‐Kohlenstoffatom	
des	Esters	statt,	was	zu	der	Bildung	des	tetraedrischen	Intermediates	führt	(Schritt	1).	Dieses	wird	durch	
Wasserstoffbrückenbindungen	 zu	 Resten	 in	 der	 Oxyanion‐Höhle	 stabilisiert.	 Der	 Imidazol‐Ring	 des	
Histidins	wird	protoniert	und	dadurch	positiv	 geladen	und	erhöht	 somit	die	Nucleophilie	der	Serin‐
Hydroxygruppe.	Diese	positive	Ladung	wird	durch	die	negative	Ladung	des	Säure‐Restes	 stabilisiert	
(Schritt	 2).	 Das	 tetraedrische	 Intermediat	 wird	 durch	 zwei	Wasserstoffbrückenbindungen	 zu	 Amin‐











erhöht.[193]	 Diese	 Erhöhung	 der	 Aktivierung	 wird	 ausgelöst	 durch	 strukturelle	 Veränderungen	 am	










extremen	 Eigenschaften	 zu	 finden.[195]	 Beide	 Lipasen	 unterscheiden	 sich	 stark.	 Die	 Lipase	 A	 ist	 ein	
unspezifisches,	thermostabiles	und	calciumabhängiges	Enzym.	Die	in	dieser	Arbeit	verwendete	Lipase	B	
(CAL‐B)	ist	etwas	weniger	thermostabil	und	nicht	calciumabhängig.	Obwohl	der	optimale	pH‐Bereich	
bei	pH	7	liegt,	 ist	es	 im	wässrigen	Medium	im	Bereich	von	pH	3.5	–	9	 	noch	stabil.	Die	CAL‐B	hat	ein	
Molekulargewicht	 von	 33.3	kDa	 und	 besteht	 aus	 317	 Aminosäuren	 (Abbildung	 54).	 Die	 Consensus‐
sequenz	 (Gly‐x‐Ser‐x‐Gly)	 ist	 in	 der	 CAL‐B	 nicht	 vorhanden,	 da	 das	 erste	 Glycin	 durch	 Threonin	




















Vorhersage	 der	 Enantioselektivität	 wurde	 von	 KAZLAUSKAS	 aufgestellt.[198]	 Die	 Regel	 basiert	 auf	 der	
Größe	der	Substituenten	am	Stereozentrum.	Mittels	Kristallstruktur	des	Enzymkomplexes	der	Lipase	

















Für	 die	 pharmazeutische,	 agrochemische	 und	 feinchemische	 Industrie	 ist	 die	 Synthese	 von	 enantio‐
merenreinen	 Aminen	 ein	wichtiger	 Bereich	 der	 organischen	 Chemie.	 Schätzungen	 zufolge	 enthalten	








Die	 katalytische	 asymmetrische	 Addition	 von	 Organometall‐Reagenzien	 an	 Imine	 ist	 ein	 wichtiger	
Syntheseweg	 zu	 optisch	 aktiven	 Aminen.[202]	 Die	 asymmetrische	 Addition	 an	 C=N‐Bindungen	 wird	
generell	durch	Verwendung	von	chiralen	Auxiliaren	oder	chiralen	Liganden	erreicht.	Dieses	bringt	den	
Vorteil	 einer	 einfachen	 Trennung	 der	 diastereomeren	 Produkte	 vor	 der	 Abspaltung	 des	 chiralen	






Das	 entstehende	 Amin	 (R)‐65	 kann	 mit	 einen	 nahezu	 vollständigen	 Umsatz	 von	 98%	 und	 guten	
ee‐Werten	 von	75%	erhalten	werden,	wobei	 der	Einsatz	 von	2.6	Äquivalenten	 an	 (S)‐64	 notwendig	
waren.	Selbst	mit	 	5	mol‐%	des	Liganden	(S)‐64	wird	immer	noch	enantiomerenangereichertes	Amin	
(R)‐65	 mit	 40%	ee	 beobachtet.	 Der	 ee‐Wert	 kann	 bei	 ähnlichen	 Aminen	 durch	 Verwendung	 des	
Bidentat‐Liganden	Bisoxazalin	auf	91%	gesteigert	werden.[210]	Auch	Dialkylzink‐Verbindungen	können	
in	 Anwesenheit	 von	 chiralen	 Liganden	 zu	 sehr	 guten	 Enantiomerenüberschüssen	 führen.[202,211]	 In	





















Die	 direkte	 asymmetrische	 Aminierung	 findet	 in	 der	 industriellen	 Herstellung	 von	 (S)‐Metolachlor	
((S)‐69)	der	Firma	SYNGENTA	(ehemals	NOVARTIS)	Anwendung	(Abbildung	58).[213,214]	(S)‐69	ist	der	aktive	
Bestandteil	in	DUAL®,	einem	der	wichtigsten	Herbizide.	Durch	die	chirale	Achse	(Atropisomerie)	sowie	
das	 stereogene	Zentrum	ergeben	 sich	 für	 (S)‐69	 vier	Stereoisomere.	Diese	Mischung	wird	 seit	 1976	
durch	 Pt‐Katalyse	 in	 Anwesenheit	 von	 Schwefelsäure	 mit	 >20000	 t/a	 produziert.	 Nachdem	 1982	
erkannt	wurde,	dass	95%	der	Aktivität	von	den	beiden	(1‘S)‐Diastereomeren	ausgeht,	konnte	1997	eine	
enantiomerenangereicherte	 Form	 (Handelsname	 DUAL	 MAGNUM®)	 der	 beiden	 (1‘S)‐Diastereomere	
(90%	 ee)	mit	 >10000	 t/a	 in	 den	 Handel	 gebracht	 werden.	 Dieses	 führte	 zu	 einer	 Reduzierung	 der	
Umweltbelastung	um	etwa	40%	im	Vergleich	zur	racemischen	Mischung.	Für	die	Synthese	des	(S)‐69	
wird	 das	 sterisch	 gehinderte	 Anilin	70	mit	Methoxyaceton	 (71)	 umgesetzt.	 Der	 Schlüsselschritt	 der	
Synthese	von	Metolachlor	((S)‐69)	ist	die	Iridium‐katalysierte	enantioselektive	Hydrierung	des	Imins	
72.	Der	optimierte	Prozess	verläuft	bei	50	°C	und	80	bar	Wasserstoff‐Druck.	Der	Katalysator	wird	in	situ	





























76	 als	 Substrate,	 da	diese	oftmals	 nur	 in	Mischungen	 von	E/Z‐Isomeren	und	Keto‐Enol‐Tautomeren	
erhalten	werden	können.		
Die	reduktive	Aminierung	von	Carbonylverbindungen	zu	Aminen	durch	Ameisensäure	unter	Hydrid‐
Übertragung	 ist	 als	 LEUCKART‐WALLACH‐Reaktion	 bekannt.[215]	 KADYROV	 et	 al.	 beschrieben	 2003	 die	







hoher	 Enantioselektivität	 (86	 –	 98%	 ee)	 erzielt,	wenn	 ein	 aromatisches	Keton	 als	 Edukt	 verwendet	
worden	 ist.	 Mit	 aliphatischen	 Ketonen	 konnten	 unter	 den	 gegebenen	 Bedingungen	 nur	 Spuren	 des	
entsprechenden	Amins	beobachtet	werden.	
	


















mit	 anderen	Liganden	durchgeführt.	 In	 allen	 Fällen	wird	der	 eigentliche	Katalysator	 aus	der	Metall‐
Spezies	[Rh(COD)2]BF4		und	dem	jeweiligen	Liganden	in	situ	hergestellt.	Der	Phosphin‐Aminophosphin‐





zwei	 Liganden,	 die	 einem	 supramolekularen	 Bidentat‐Liganden	 bilden,	 und	 dem	 Substrat	 führt.[218]	
Durch	Variation	verschiedener	Einheiten	des	Liganden,	wie	beispielsweise	dem	Linker,	können	diese	







katalysierten	 asymmetrischen	 Hydrierung	 von	 Enamiden	 werden	 bei	 Raumtemperatur	 und	 60	 bar	
Wasserstoffdruck	mit	quantitativem	Umsatz	mit	bereits	sehr	guten	ee‐Werten	von	>96%	erhalten.	Bei	
einer	 Erhöhung	der	Katalysatormenge	 von	 0.2%	auf	 1.0	mol%	und	 einer	Verringerung	des	Wasser‐
stoffdruckes	auf	nur	10	bar	konnte	die	Enantioselektivität	noch	weiter	auf	>98%	gesteigert	werden.	Als	



































prochiralen	 Carbonylverbindungen	 oder	 von	 racemischen	 Aminen	 bzw.	 Amiden	 wie	 die	 Transami‐





säure	 und	 einer	 α–Ketosäure	 als	 Akzeptor	 durch	 lebendes	 Gewebe	 tierischen	Ursprungs	 berichtete,	
zählt	die	Enzymklasse	der	Transaminase	zu	den	am	besten	untersuchte	Pyridoxalphosphat‐abhängigen	
Enzymen.[221]	Ein	von	CELGENE	entwickeltes	industrielles	Verfahren	zur	biokatalytischen	Synthese	von	
chiralen	 Aminen	 nutzt	 die	 Transaminierung.	 Dabei	 katalysieren	 Transaminasen	 die	 asymmetrische	
Übertragung	einer	Aminofunktion	auf	eine	Carbonylverbindung	wie	Keton	46	oder	eine	α‐Ketosäure,	
wobei	 Pyridoxalphosphat	 92	 als	 Cofaktor	 dient,	 in	 dem	 die	 Aminofunktion	 sowie	 das	 Reduktions‐
äquivalent	gespeichert	werden	(Abbildung	65,	A).[207,222]	Da	sowohl	(S)‐	als	auch	(R)‐selektive	Trans‐
aminasen	entwickelt	wurden,	sind	beide	Enantiomere	der	Amine	zugänglich.[208]	Ein	prochirales	Keton	
46	 übernimmt	 dabei	 vom	 Amin‐Donor	 (S)‐93	 eine	 Aminofunktion.	 Enantiomerenreines	 (S)‐4	 und	
Aceton	entstehen	mit	einer	Ausbeute	von	>90%.	Des	Weiteren	kann	die	Reaktion	auch	im	Sinne	einer	











Abbildung	65.	 Enantioselektive	 Transaminierung	 von	 Keton	 rac‐4	 mit	 dem	 Cofaktor	 Pyridoxal‐
phosphat	92	(A)	und	Racematspaltung	(B).[208]	
Die	 mehrstufige	 Synthese	 von	 Sitagliptin	 ((R)‐96),	 einem	 Wirkstoff	 zur	 Behandlung	 von	 Diabetes	
mellitus	Typ	2,	umfasst	unter	anderem	eine	Rhodium‐katalysierte	asymmetrische	Reduktion	eines	En‐
amins.[206,207]	 Das	 in	 Kapitel	 4.2.1	 beschriebene	 chomokatalytische	 Verfahren	 enthält	 ein	 toxisches	
Schwermetall	als	Katalysator,	welches	aufwendig	wieder	entfernt	werden	muss.	Als	Alternative	wurde	
von	MERCK	&	Co.	und	CODEXIS,	INC.	ein	biokatalytischer	Prozess	entwickelt	(Abbildung	66),	der	2010	mit	
dem	Green	 Chemistry	Award	 für	 eine	 verbesserte	 grüne	 Synthese	 ausgezeichnet	worden	 ist.[223]	 Die	
ω‐Transaminase	katalysiert	die	Übertragung	der	Amin‐Funktion	sowie	des	Reduktionsäquivalentes	von	
einer	günstigen	Stickstoffquelle	wie	2–Propylamin	(rac‐93)	auf	das	Diketon	97.	Durch	die	Flüchtigkeit	











Die	 Deracemerisierung	 	 von	 	 racemischen	 Aminen,	 wie	 α–Aminosäuren,	 wurde	 kürzlich	 durch	 die	
Kupplung	einer	enantioselektiven	Oxidation	mittels	einer	D‐spezifischen	Aminoxidase	und	einer	che‐
mischen,	nicht‐selektiven	Reduktion	durchgeführt	(Abbildung	67).[224]	Dieser	Prozess	führt	somit	zur	
Bildung	 von	 L‐98	 ausgehend	 vom	 prochiralen	 Imin	99.	 Da	 chirale	 Amine	 jedoch	 nicht	 von	 Amino‐
säureoxidasen	oxidiert	werden	können,	wurden	in	neuerer	Zeit	eine	Aminoxidase	aus	Aspergillus	niger	
als	 aktiver	Biokatalysator	 identifiziert.[225]	 Somit	kann	nun	ein	breites	 Substratspektrum	an	 chiralen	






Nach	 einer	 Empfehlung	 von	 IUPAC	 ist	 eine	 kinetische	 Racematspaltung	 wie	 folgt	 definiert:	 „Das	
Erreichen	von	einer	teilweisen	oder	vollständigen	Trennung	aufgrund	von	unterschiedlichen	Reaktions‐
geschwindigkeiten	der	Enantiomere	eines	Racemates	mit	einem	chiralen	Agens	(Reagenz,	Katalysator,	










antarctica	 (CAL‐B)	 als	 Biokatalysator	 ausgearbeitet	 (Abbildung	 68).[228]	 Die	 CAL‐B	 hat	 sich,	 in	 Form	
eines	 Immobilisats	 auf	 einem	Acrylamid‐Träger	 (Novozym	435),	 in	 einer	Reihe	von	Arbeiten	 als	die	
geeignetste	Lipase	erwiesen.[27–29]	Aufgrund	unbefriedigender	Raum‐Zeit‐Ausbeuten,	43%	Umsatz	nach	







Nach	 einem	von	BASF	SE	patentierten	Verfahren	der	 enantioselektiven	Acylierung,	 der	 sogenannten	








(R)‐4	 durch	 basische	 Hydrolyse	 freigesetzt.	 Die	 Substratbreite	 ermöglicht	 die	 Racematspaltung	 von	
vielen	strukturell	sehr	unterschiedlichen	Aminen.	Weitere	Vorteile	dieses	Prozesses	sind	die	Möglich‐
keit	 zur	 Rückführung	 der	 unerwünschten	 Enantiomere	 durch	 Racemisierung[231–233]	 und	 die	 Rück‐
gewinnung	 des	 Acylierungsmittels[234].	 Seit	 Anfang	 2002	 produziert	 BASF	 SE	mit	 diesem	 Verfahren	
optisch	aktive	Amine	mit	>3500	t/a	und	ist	somit	der	weltweit	führende	Anbieter	chiraler	Amine.[208]	
	
Abbildung	69.	 Enantioselektive	 Amidbildung	 ausgehend	 von	 rac‐4	 nach	 BASF	 SE.[208]	 Basische	
Hydrolyse	von	(R)‐102	ergibt	(R)‐4.	
Bei	 der	 Umsetzung	 von	 cyclischen	 Aminoalkoholen[235]	 und	 Diaminen	 (wie	 (±)‐104)[236,237]	 wird	
ebenfalls	 CAL‐B	 als	 Biokatalysator	 verwendet.	 Im	 Fall	 des	 Diamins	 (±)‐104	 können	 mit	 Dimethyl‐











(R,R)‐106	 einen	größeren	sterischen	Unterschied	 in	den	Substituenten	aufweist	als	das	 freie	Diamin	
(±)‐104.[28]	
	
Abbildung	70.	 Lipasen‐katalysierte	 doppelte	 Acylierung	 des	 Diamins	 (±)‐104	 mit	 Malonsäure‐
dimethylester	(105)	als	Acyldonor.[236,237]	
















Ein	 großer	Nachteil	 der	 kinetischen	Racematspaltung	 ist	 die	 Limitierung	des	Umsatzes	 auf	maximal	
50%.	Aus	diesem	Grund	 ist	die	Racemisierung	ein	wichtiges	Hilfsmittel,	das	 in	Kombination	mit	der	
biokatalytischen	kinetischen	Racematspaltung	zu	einem	Umsatz	von	theoretisch	100%	und	einem	effi‐











ein	 Enantiomerenüberschuss	 von	 99%	 erreicht	 werden	 konnte.[240]	 Weitere	 Ansätze	 verwendeten	




















spezifischen	Prozessen	 nur	 eine	 kleine	Anzahl	 an	Racemasen.	Die	 am	besten	 untersuchte	Mandelat‐
Racemase	aus	Pseudomonas	putida	ATCC	12633	ist	aufgrund	der	Stabilität,	dem	relativ	breiten	Substrat‐
spektrum	sowie	der	Cofaktor‐Unabhängigkeit	ein	attraktiver	Biokatalysator	für	Racemisierungen	von	
Hydroxy‐Carbonsäuren.[244]	 Die	 geringe	 Aktivität	 gegenüber	 nicht‐natürlichen	 Substraten	 konnte	 in	
diesem	Fall	bereits	durch	Mutationen	optimiert	werden.	Die	Anwendung	der	meisten	Racemasen	 ist	
jedoch	auf	Aminosäuren	und	deren	Derivate	beschränkt.[238]	Da	für	 jede	Substratklasse	die	geeignete	
Racemase	 gefunden	 und	 verbessert	 werden	 muss	 steckt	 die	 generelle	 Anwendung	 von	 Racemasen	
jedoch	noch	in	den	Anfängen.[11]	
Trotz	seines	Vorteils	als	nicht‐toxisches	und	natürliches	Lösungsmittel	 ist	Wasser	 für	viele	unpolare	
organische	 Substrate	 ein	 schlechtes	 Lösungsmittel.	 Oft	 finden	 Nebenreaktionen	 statt	 und	 die	 Rück‐
gewinnung	der	Produkte	gestaltet	sich	schwierig.	So	gehört	die	im	Vergleich	zu	Wasser	erhöhte	Löslich‐
keit	von	unpolaren	Substraten,	sowie	die	Vermeidung	der	Hydrolyse	des	gebildeten	Produktes	zu	den	
Vorteilen	 der	 Verwendung	 von	 Enzymen	 in	 organischen	 Lösungsmitteln.[245]	 Dennoch	 ist	 die	 kata‐























Arbeiten	von	HULT,	 eine	der	 ersten	 enantioselektiven	 lipasenkatalysierte	Acylierung	von	Amin	rac‐4	
durch	 Reaktion	 mit	 Carbonsäuren	 119	 und	 109	 in	 einem	 lösungsmittelfreien	 System	 (Abbildung	
74).[250,251]	Das	Gleichgewicht	der	Reaktion	wird	zugunsten	der	Bildung	der	Amide	(R)‐120	verlagert,	
indem	 das	 als	 Nebenprodukt	 gebildete	Wasser	 kontinuierlich	 unter	 niedrigem	Druck	 entfernt	wird.	
Aufgrund	der	Viskosität	der	Reaktionsmischung	musste	bei	55	°C	gearbeitet	werden,	um	eine	effiziente	













konnte	 die	 Reaktionstemperatur	 auf	 23	 °C	 gesenkt	 werden	 ohne	 Verluste	 in	 den	 Umsätzen	 oder	
ee‐Werten	zu	beobachten.		




























Im	 Folgenden	 wurde	 die	 enantioselektive	 Racematspaltung	 an	 racemischen	 Aminen	 durch	 die	
(R)‐spezifische	CAL‐B	untersucht.	Um	die	Enantiomerenüberschüsse	der	daraus	resultierenden	Amide	
mittels	 HPLC	 bestimmen	 zu	 können	wurden	 zunächst	 die	 entsprechenden	 Racemate	 chemisch	 syn‐

















werden,	 jedoch	 gelang	 die	 Produkttrennung	 ausgehend	 von	 der	 braunen	 Reaktionsmischung	 nicht.	




(125)	war	 jedoch	eine	Erhöhung	der	Temperatur	auf	60	 °C	notwendig	 (Abbildung	77).	Bei	der	Acy‐





gehend	 von	 rac‐4	 mit	 einem	 Acyldonor,	 2‐Phenylacetylchlorid	 (127)	 bzw.	 2‐Methoxyacetylchlorid	
(128),	und	einer	Hilfsbase,	wie	Triethylamin	oder	Piperidin,	bei	0	–	20	°C	erhalten	wurden	(Abbildung	







Die	 Synthese	 des	 Aminoindan‐Amids	 rac‐129	 benötigte	weit	 längere	 Reaktionszeiten	 als	 die	 bisher	









Um	 eine	 genaue	 Umsatzbestimmung	 mittels	 1H‐NMR‐Spektroskopie	 etablieren	 zu	 können,	 wurde	
zunächst	die	Aufarbeitung	validiert.	Dafür	wurde	eine	1:1‐Mischung	aus	Malonsäurediethylester	(9)	und	
rac‐4	 eingewogen	 und	 das	 genaue	 Verhältnis	 mittels	 1H‐NMR‐Spektroskopie	 bestimmt.	 Nach	 an‐
schließender	 Aufarbeitung	 analog	 der	 Allgemeinen	 Arbeitsvorschrift	 5	 (AAV	 6,	 Abschnitt	 7.2.2.3.3)	
erfolgte	erneut	eine	Bestimmung	des	Verhältnisses	mittels	1H‐NMR‐Spektroskopie.	Die	dabei	erhaltenen	
Abweichungen	lagen	nach	dreifacher	Bestimmung	zwischen	1	–	4%	und	somit	mit	durchschnittlich	2%	
im	 akzeptablen	 Bereich.	 Im	 Rahmen	 von	 Messunsicherheit	 kann	 dieser	 Wert	 toleriert	 werden.	 Es	
konnten	auch	keine	Produkte	einer	Hydrolyse‐Reaktion	beobachtet	werden.	
Die	 produktbezogene	 Bestimmung	 des	 Umsatzes	 mithilfe	 der	 1H‐NMR‐Spektroskopie	 erfolge	 nach	
Gleichung	 2.	 In	 Abbildung	 80	 ist	 beispielhaft	 ein	 Spektrum	 einer	 Acylierung	 bei	 60°C	 Reaktions‐
temperatur	und	4.5	Stunden	Reaktionszeit	gezeigt.	Anhand	der	am	besten	isolierten	Integrale	des	Amids	










Abbildung	80.	 Beispiel	 der	 Umsatzbestimmung	 der	 Acylierung	 von	 rac‐4	mit	 Diethylmalonat	 (9)	
mittels	1H‐NMR‐Spektroskopie.	





















Der	ermittelte	 ee‐Wert	des	Amins	 (S)‐4	 von	88%	stimmte	mit	dem	ee‐Wert,	der	mittels	Umsatz	der	
enzymatischen	Acylierung	und	den	ee‐Werten	des	erhaltenen	Amids	(R)‐4	berechnet	wurden,	bis	auf	
2%	Differenz	sehr	gut	überein,	sodass	die	Enantiomerenüberschüsse	der	Substrate	im	Folgenden	nur	




















großem	 Maßstab	 durchgeführt	 werden	 könnte.[11]	 Als	 Faustregel	 gilt,	 dass	 Racematspaltungen	 mit	




















Modelsubstrat	 zum	 Einsatz	 kommen,	 das	 keine	 Stereoinformation	 trägt.	 Dafür	 wurde	 sowohl	 das	
einfachste	aromatische	Amin,	Benzylamin	(134),	als	auch	substituierte	Derivate	ausgewählt.	In	meta‐
Position	substituierte	aromatische	Amine	dienen	als	Ausgangsstoffe	für	die	Synthese	pharmazeutischer	
Wirkstoffe.	 Beispiele	 dafür	 sind	 Rivastigmin	 (135)[259,260]	 oder	 das	 Calcimimeticim	136[261],	 die	 zur	
Behandlung	 der	 Alzheimerschen	 Krankheit	 bzw.	 zur	 Therapie	 von	 Hyperparathyroidismus,	 einer	
Regulationsstörung	der	Nebenschilddrüse,	eingesetzt	werden	(Abbildung	84).				
	





































welche	 nicht	 in	 lösungsmittelfreier	 Umgebung	 durchgeführt	 werden	 kann,	 neben	 der	 Bildung	 des	





































































































































Im	 Anschluss	 sollten	 die	 Bedingungen	 zur	 Diamidbildung	 ermittelt	 werden.	 Aufgrund	 der	 Inhomo‐
genität	der	Reaktionsmischung	wurde	anstelle	von	3‐Hydroxybenzylamin	(138)	das	Methoxy‐substi‐
tuierte	 Amin	 139	 sowie	 Malonsäurediethylester	 (9)	 in	 verschiedenen	 Äquivalenten	 eingesetzt	
(Abbildung	89).	Dabei	ist	ersichtlich,	dass	mit	nur	0.6	Äquivalenten	Malonester	9,	also	einem	deutlichen	
Überschuss	an	Amin	143,		bis	zu	32%	des	Diamids	144	gebildet	werden.	Bei	einem	leichten	Überschuss	
an	 Acyldonor	 9	 jedoch	 entstehen	 bei	 der	 Acylierung	 nur	 noch	 etwa	 3%	 des	 Diamids.	 Die	 Neben‐


























Amid	[%] Diamid	[%] Amid,	enzymkatalysiert	[%] Diamid,	enzymkatalysiert	[%]
			133	 	1 7 	138		 4	 	 9



































Aufgrund	 der	 geringen	 Löslichkeit	 des	 Hydroxyamins	 138	 im	 Malonester	 9	 ist	 es	 notwendig,	 die	
Acylierung	in	organischem	Lösungsmittel	durchzuführen,	um	ein	homogenes	System	zu	gewährleisten.	
Es	wurden	 Lösungsmittel	 unterschiedlicher	 Polarität	mit	 logP‐Werten	 zwischen	 ‐0.34	 und	4.50	 ver‐
wendet.	 Der	 produktbezogene	 Umsatz	wird	 aus	 dem	 Verhältnis	 des	 Integrals	 des	 Produktes	 zu	 der	












































Eintrag	 Amin	 T	[°C]	 t	[h]	 Solvens logP Umsatz	[%]	
1	 140	 60	 4.5	 1,4‐Dioxan 		 ‐1.10	a) 75	
2	 140	 60	 4.5	 n‐Heptan 4.50 b) 76	
3	 140	 60	 4.5	 ‐ ‐ 91	
4	 139	 60	 4.5	 ‐ ‐ 93	
5	 138	 80	 4.5	 MTBE 0.94	b) 51	
6	 138	 80	 4.5	 THF 0.46	b) 75	
7	 138	 80	 4.5	 2‐Me‐THF 1.00	c) 70	
8	 138	 80	 4.5	 MeCN ‐0.34	b) 43	
9	 138	 80	 4.5	 i‐PrOH 0.28	b) 22	
10	 138	 60	 4.5	 n‐Heptan 4.50	b) 45	
11	 138	 60	 4.5	 EtOAc 0.73	b) 41	
12	 138	 60	 4.5	 Malonester 9	(100	Äq.) 0.90 c) 50	
13	 138	 60	 4.5	 Et2O 0.89	b) 30	
				14	d)	 138	 RT	 24	 Et2O 0.89	b) 30	









In	 der	 Literatur	 ist	 die	 enzymatische	Racematspaltung	 von	 aliphatischen	 und	 aromatischen	Aminen	
durch	unterschiedliche	Acyldonoren	in	Anwesenheit	von	organischen	Lösungsmitteln	bereits	vielfach	





































einstimmt.	 Dieselbe	 Reaktion	 wurde	 im	 Anschluss	 in	 Abwesenheit	 von	 organischen	 Lösungsmittel	
durchgeführt,	wobei	46%	Umsatz	zum	Amid	(R)‐10	mit	96%	ee	(E	>	100)	erzielt	werden	konnten.	Auch	
diese	Werte	passen	zu	den	in	der	Arbeitsgruppe	erhaltenen	Ergebnissen.[35]	Selbst	eine	Verringerung	





































80°C 60	°C 40	°C 20	°C 0	°C
42 46 42 45 41
24

















Stunden	bei	60	 °C	Temperatur	 lieferte	eine	 leichte	Erhöhung	des	Umsatzes,	 jedoch	wurde	ein	etwas	
verringerter	 ee‐Wert	 von	 89%	 (E	 =	 39)	 beobachtet.	 Bei	 24	 Stunden	Reaktionszeit	 konnte	 das	Amid	
(R)‐10	nahezu	enantiomerenrein	mit	50%	Umsatz	erhalten	werden.	Dieses	entspricht	einer	sehr	guten	










Um	 parallel	 ablaufende	 chemische	 Acylierungsreaktionen	 von	 rac‐4	mit	Malonsäurediethylester	 (9)	
ausschließen	zu	können	wurden	Acylierungen	in	Abwesenheit	von	CAL‐B	als	Biokatalysator	bei	unter‐
schiedlichen	 Temperaturen	 durchgeführt.	 Dabei	 wurde	 in	 allen	 Fällen	 eine	 chemische	 Acylierung	















































































(1.5	Äq.)	 und	2	mg/mmol	CAL‐B	bei	20	 °C	umgesetzt	und	das	 entsprechende	Amid	 (R)‐8	mit	 hoher	
Enantiomerenreinheit	 erhalten.[264]	 Die	 Übertragung	 dieser	 Vorschrift	 auf	 die	 Racematspaltung	 mit	
Malonsäurediethylester	(9)	als	Acyldonor	lieferte	jedoch	nur	25%	Umsatz	mit	95%	ee	(Eintrag	2).	Der	
bestimmte	gute	E‐Wert	von	53	liegt	jedoch	deutlich	unter	den	unter	Standard‐Bedingungen	erhaltenen	
Wert.	 Der	 Unterschied	 in	 den	 Enantioselektivitäten	 von	 >100	 und	 53	 kann	mit	 der	 geringeren	 ver‐

















			1	b)	c)	 9	(1)	 40	 ‐ 60 42 96 70	 >100
2	d)	 9	(1)	 2	 ‐ 20 25 95 n.b.	 53	
3	d)	 9	(1.5)	 10	 Et2O 20	 48 95 88	 >100





















kein	 organisches	 Lösungsmittel	 für	 extraktive	 Aufarbeitung	 mehr	 benötigt	 würde.	 Der	 im	 Rahmen	








größeren	 Reaktionsaufbau	 gering	 gehalten.	 In	 vorhergehenden	 Versuchen	 von	 SIMON	 konnte	 bei	

























































entsprechenden	 Acylierungsreaktionen	 zu	 katalysieren.	 Als	 einfachstes	 Substrat	 wurde	 zunächst	
Benzylamin	(134)	eingesetzt,	das	kein	Stereozentrum	besitzt	und	somit	zu	einem	vollständigen	Umsatz	
zum	Amid	133	führen	sollte	(Abbildung	94).	In	allen	Screening‐Ansätzen	wurde	MTBE	als	Lösungsmittel	
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ungewöhnlich	hohe	Umsätze	 zum	Diamid	137	 zeigten.	Dieses	kann	als	 Indiz	 für	eine	 sehr	 langsame	
Acylierungsreaktion	 gesehen	werden,	 in	 der	 die	 zweite	 Acylierung	mit	 größerer	Wahrscheinlichkeit	





























































































































































In	 einem	 breit	 angelegten	 Lipasen‐Screening	 wurden	 alle	 vorrätigen	 Enzyme	 an	 der	 gewünschten	
Acylierungsreaktion	 getestet.	 Die	 Lipase	B	 aus	Candida	antarctica	 erwies	 sich	 als	 das	 einzige	 aktive	





Mit	 den	 beiden	 Lipasen	 aus	 Candida	 antarctica	 der	 Firma	 C‐LECTA,	 insbesondere	 die	 auf	 einen	
Metacrylat‐Träger	immobilisierte	Lipase,	konnten	sehr	gute	bzw.	mäßige	Umsätze	erzielt	werden	(vergl.	
Abschnitt	4.3.6.1).	Zunächst	wurden	die	Enzymaktivitäten	dieser	beiden	Lipasen	mit	denen	der	CAL‐B	
(Novozym	 435)	 verglichen.	 Dabei	 wurde	mit	 Essigester	 5	 gesättigter	 KPi‐Puffer	 zusammen	mit	 der	
jeweiligen	Lipase	bei	Raumtemperatur	an	einer	Titrationsapparatur	umgesetzt.	Die	bei	der	Spaltung	

















































1	 Novozym	435	 20	 0.0057	 0.855	 100	
2	 C‐LECTA	immobilisiert	 20	 0.0039	 0.585	 68	
3	 C‐LECTA	lyophilisiert	 1	 0.0057	 17.100	 2000	
	
Die	enzymatische	Spaltung	des	Essigesters	5	durch	die	CAL‐B	(Novozym	435)	sowie	die	immobilisierte	












1	 Novozym	435	 20	 3.180	 100	
2	 C‐LECTA	immobilisiert	 20	 2.190	 69	
3	 C‐LECTA	lyophilisiert	 1	 31.800	 1000	
	
Bei	 der	 lyophilisierten	 CAL‐B	 von	 C‐LECTA	 konnte	 eine	 relative	 Aktivität	 von	 1000%	 nachgewiesen	
werden.	 Dieses	 entspricht	 der	 Hälfte	 des	Wertes	 bei	 einer	 Temperatur	 von	 20	 °C	 und	 lässt	 darauf	
schließen,	 dass	 die	 nicht‐immobilisierte	 CAL‐B	 bei	 höheren	Temperaturen	 an	 Stabilität	 einbüßt.	Die	
erhöhte	Stabilität	vieler	Enzyme	durch	Immobilisierung	ist	in	der	Literatur	oftmals	beschrieben.[13]	Auch	











(Tabelle	14).	Zwar	 führten	dabei	beide	Acylierungsreaktionen	 zu	 einem	vollständigen	Umsatz,	 aller‐
dings	konnte	nur	in	Abwesenheit	von	Lösungsmitteln	(Eintrag	1)	sehr	gute	ee‐Werte	von	96%	(E	=	194)	
erreicht	werden.	Im	Gegensatz	dazu	wurden	in	Anwesenheit	von	MTBE	nur	84%	ee	und	ein	guter	E‐Wert	




Eintrag	 MTBE	[mL]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS	[%]	a)	 E
1	 0	 52 96 96	 194





Die	 Racematspaltung	 von	 rac‐4	 durch	 die	 lyophilisierte	 CAL‐B	 wurde	 zunächst	 unter	 Standard‐
bedingungen	in	Abwesenheit	von	Lösungsmitteln	durchgeführt	(Tabelle	15,	Eintrag	1).	Dabei	wurde	nur	
ein	geringer	Umsatz	von	9%	erzielt,	jedoch	mit	einem	guten	Enantiomerenüberschuss	von	81%	(E	=	1).	
Mit	der	 fünffachen	Enzymmenge	konnte	 sowohl	der	Umsatz	auf	26%	als	 auch	der	 ee‐Wert	 auf	91%	
gesteigert	werden.	Dieses	entspricht	einer	exzellenten	Enantioselektivität	von	29.	Eine	Verlängerung	
der	Reaktionszeit	auf	24	Stunden	mit	4	mg/mmol	CAL‐B	lieferte	nur	einen	etwas	höheren	Umsatz	von	
19%,	 jedoch	 war	 hierbei	 der	 Enantiomerenüberschuss	 mit	 74%	 (E	 =	 8)	 nicht	 zufriedenstellend	














Eintrag	 CAL‐B	[mg/mmol]	 T	[°C]	 t	[h]	 Umsatz	[%]	 ee	[%]	 E	
1	 4	 60	 4.5 9 81	 10	
2	 20	 60	 4.5 26 91	 29	
3	 4	 60	 24 19 74	 8	
4	 4	 20	 24 6 80	 10	
			5	a)	 4	 60	 4.5 7 87	 2	
			6	b)	 4	 60	 4.5 6 n.b.	 n.b.	
a)	Zugabe	von	0.5	mL	MTBE;	b)	Zugabe	von	10	µL	dest.	Wasser;	n.b.	=	nicht	bestimmt.	

































Bei	 der	 enzymatischen	 Racematspaltung	 von	 1‐Phenylethylamin	 (rac‐4)	 unter	 Standard‐Reaktions‐
bedingungen	bei	60	°C	Reaktionstemperatur	sollten	die	Aktivitäten	der	Acyldonoren	aus	Abschnitt	4.3.5	








Der	 Cyanoester	124	 wurde	 in	 der	 Literatur	 bereits	 als	 Acyldonor	 für	 die	 Synthese	 von	 Zytostatica	
beschrieben,	jedoch	nur	mittels	Chemokatalyse.[266]	Bei	der	enzymatisch	katalysierten	Acylierung	liefert	
der	 Acyldonor	124	 einen	 guten	 Umsatz	 von	 45%.	 Allerdings	 können	 dabei	 nur	 10%	 ee	 beobachtet	
werden,	demnach	ist	eine	Racematspaltung	auch	mit	diesem	Donor	nicht	erfolgreich.	Mit	Methoxyessig‐
ester	111	konnten	nach	4.5	Stunden	Reaktionszeit	zwar	nur	mäßige	25%	Umsatz	zum	Amid	(R)‐8	erzielt	












verminderten	 Transportprozesses	 innerhalb	 der	 Reaktionsmischung	 liegen.	 Es	 sollte	 im	 Anschluss	















60 °C, 4.5 h
9 (R = CH2COOEt, R' = Et)
122 (R = CH2COPh, R ' = Et)
147 (R = CH2Ph, R' = Et)
111 (R = CH2OMe. R' = Et)
124 (R = CH2CN, R' = Et)
125 (R = CH3, R' = CHCH2)
(R)‐10 (R = CH2COOEt)(R)‐121 (R = CH2COPh)(R)‐126 (R = CH2Ph)






Vinylester	 125.	 Mit	 dem	 Acyldonor	 147	 konnten	 nur	 15%	 Umsatz	 zum	 Amid	 (R)‐126	 beobachtet	
werden.	Dieses	kann	mit	dem	fehlenden	Heteroatom	in	β‐Position	und	die	dadurch	bedingte	geringere	
Aktivität	des	Esters	147	begründet	werden.[31]	Vermutlich	wirkt	sich	die	Kettenlänge	des	Donors	147	






























































40 °C, 4.5 h
9 (R = CH2COOEt, R' = Et)
122 (R = CH2COPh, R ' = Et)
147 (R = CH2Ph, R' = Et)
111 (R = CH2OMe. R' = Et)
124 (R = CH2CN, R' = Et)
125 (R = CH3, R' = CHCH2)
(R)‐10 (R = CH2COOEt)(R)‐121 (R = CH2COPh)










































Der	 Malonester	9	 liefert	 bei	 40	 °C	 Reaktionstemperatur	 mit	 34%	 Umsatz	 und	 sehr	 hoher	 Enantio‐
merenreinheit	von	96%	einen	sehr	guten	E‐Wert	von	80.	Dieses	ist	für	eine	effiziente	Racematspaltung	
ein	hervorragendes	Ergebnis.	Mit	Phenoxyessigester	122	als	Acyldonor	wurden	zwar	sehr	gute	49%	
Umsatz	 erzielt,	 jedoch	 konnten	 nur	 mäßige	 67%	 ee	 beobachtet	 werden.	 Dieses	 entspricht	 einer	
Enantioselektivität	von	10	und	ist,	ebenso	wie	bei	60	°C,	nicht	zufriedenstellend.		
























In	 den	 beiden	 vorangegangenen	 Abschnitten	 sind	 teilweise	 ungewöhnlich	 niedrige	 Enantiomeren‐
überschüsse	 erhalten	worden.	Dieses	 sollte	 daraufhin	 näher	 untersucht	werden,	 indem	die	 entspre‐


















rac‐4 Acyldonor, 1 Äq.
20 ‐ 60 °C
4.5 h
9 (R = CH2COOEt, R' = Et)
122 (R = CH2COPh, R ' = Et)
147 (R = CH2Ph, R' = Et)
111 (R = CH2OMe. R' = Et)
124 (R = CH2CN, R' = Et)
125 (R = CH3, R' = CHCH2)
rac‐10 (R = CH2COOEt)
rac‐123 (R = CH2COPh)
rac‐126 (R = CH2Ph)
rac‐8 (R = CH2OMe)
rac‐123 (R = CH2CN)





mit	 und	 ohne	 Lipase	 beobachtet	 werden,	 da	 bereits	 nach	 wenigen	 Minuten	 eine	 Braunfärbung	 zu	
erkennen	ist.	Dieses	 ist	mit	einer	erhöhten	Reaktivität	des	Esters	125	zu	begründen	und	erklärt	den	
relativ	niedrigen	Umsatz	von	16%	in	Abschnitt	4.3.7.1,	der	durch	enzymatische	Acylierung	des	Amins	
rac‐4	 erhalten	wurde.	 Obwohl	 der	 Vinylester	125	 bereits	 erfolgreich	 zur	 Acylierung	 von	 Alkoholen	
unter	 lösungsmittelfreien	 Bedingungen[248]	 eingesetzt	 worden	 ist,	 eignet	 er	 sich	 nicht	 zur	 Racemat‐
spaltung	von	rac‐4.	
Wird	 mit	 stark	 aktivierten	 Acyldonoren	 gearbeitet,	 so	 lässt	 sich	 die	 chemische	 Acylierung	 durch	
Verringerung	der	Reaktionstemperatur	zu	einem	gewissen	Teil	vermeiden.	Allerdings	muss	in	solchen	
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Die	 Kinetik	 der	 Racematspaltung	 von	 rac‐4	 mit	 Malonsäurediethylester	 (9)	 wurde	 in	 vorherigen	
Arbeiten	im	Arbeitskreis[33]	bereits	untersucht,	allerdings	bei	einer	Reaktionstemperatur	von	80	°C	und	


























entspricht.	 Nach	 zehn	 Minuten	 liegt	 der	 Umsatz	 schon	 bei	 41%,	 allerdings	 sinkt	 hierbei	 der	 Enan‐












































mittelfreien	 Bedingungen	 ist	 in	 Abbildung	 103	 dargestellt.	 Zwar	 werden	 hierbei	 bereits	 nach	 einer	
Minute	20%	Umsatz	erreicht,	allerdings	steigt	dieser	im	Verlauf	der	Reaktion	nur	sehr	langsam	weiter	
an.	 Nach	 4.5	 Stunden	 Reaktionszeit	 können	 dennoch	 42%	Umsatz	 erzielt	werden.	 Bei	 einer	 Verlän‐




es	mit	 den	 in	 Abschnitt	4.3.7.3	 erhaltenen	 Ergebnissen	 überein.	 Demnach	wird	 in	 Abwesenheit	 von	
CAL‐B	 33%	 Umsatz	 zum	 Amid	 123	 mit	 3%	 ee	 erzielt.	 Die	 Lipase	 selbst	 hat	 folglich	 in	 dieser	


























































































ist	 die	 Carbonylfunktion	 des	 Esters	 111	 durch	 die	 aktivierte	 Methoxy‐Funktion	 zu	 reaktiv	 für	
Acylierungsreaktion	 in	 lösungsmittelfreien	 Systemen.	 Daher	 wäre	 ein	 Einsatz	 des	 Esters	 111	 in	
größeren	Maßstäben	nicht	befriedigend.	












































9 (R = Et, R' = CH2COOEt)
122 (R =Et, R' = CH2OPh)
124 (R = Et, R' = CH2CN)
111 (R = Et, R' = CH2OMe)
(R)‐10 (R' = CH2COOEt)(R)‐121 (R' = CH2OPh)
(R)‐123 (R' = CH2CN)(R)‐8 (R' = CH2OMe)






















































	 (R)‐121 (R)‐123 			(R)‐8	



















löungsmittelfrei	 zum	 entsprechenden	 Amid	 rac‐129	 umgesetzt	 (Abbildung	 107).	 Bei	 60	 °C	 und	
24	Stunden	Reaktionsdauer	wurde	der	höchste	Umsatz	von	9%	erzielt.	Eine	Erhöhung	auf	80	 °C	bei	
4.5	Stunden	Reaktionsdauer	lieferte	noch	8%	Umsatz,	während	bei	20	°C	nur	noch	2%	erhalten	wurden.	






















Bedingungen	 durchgeführt	 und	 in	 Hinblick	 auf	 optimale	 Reaktionsbedingungen	 untersucht	werden.	




















































um	den	Einfluss	der	Reaktionszeit	 zu	überprüfen	 (Abbildung	109).	Dabei	wird	bei	 80	 °C	Reaktions‐
temperatur	ein	Umsatz	von	42%	erreicht,	was	nur	eine	leichte	Steigerung	zu	dem	Wert	von	39%	bei	

















































Bereich	 des	 Spektrums	 vorhanden	 sind,	 die	 jedoch	 nicht	 weiter	 zugeordnet	 werden	 können.	 Diese	































































5	Äquivalente,	 ebenfalls	 in	 MTBE,	 führte	 zu	 63%	 Umsatz	 zum	 Amid	 (R)‐129	 und	 76%	 ee.	 Dieses	
entspricht	 einer	Enantioselektivität	 von	14	und	 ist	 für	 eine	 effiziente	Racematspaltung	ungenügend.	















































































Enantiomerenreine	 Amine	 sind	 wichtige	 Bausteine	 für	 pharmazeutische	 Wirkstoffe	 und	 Agro‐
chemikalien.	Es	sind	jedoch	nur	wenige	Methoden	zur	Racematspaltung	sekundärer	Amine	bekannt.	Der	
Stand	der	Wissenschaft	ist	dabei	auf	Chromatographie	mit	chiralen	stationären	Phasen	oder	klassische	
Racematspaltung	durch	Bildung	 von	Diastereomerenpaaren	beschränkt.	 Sekundäre	Amine	 reagieren	
aufgrund	ihrer	starken	Nucleophillie	mit	den	Acyldonoren	unter	Standard‐Reaktionsbedingungen,	wie	
niedrige	 Temperaturen	 und	 Konzentrationen,	 meist	 nicht.	 Die	 Schwierigkeit	 bei	 der	 Acylierung	
cyclischer	 sekundärer	 Amine	 liegt	wahrscheinlich	 in	 der	 großen	 Anzahl	 an	 potentiellen	 Übergangs‐
zuständen	 sowie	 an	 den	möglichen	 Konformationen,	 die	 energetische	 sehr	 ähnlich	 sind.[268]	 Bei	 der	
Racematspaltung	finden	dabei	klassisch	Lipasen	aus	Candida	rugosa[239]	sowie	die	CAL‐A	aus	Candida	
antarctica[28,269]	Anwendung.		
In	 dieser	 Arbeit	 sollten	 zunächst	 die	 Referenzverbindungen	 der	 ausgehend	 von	 2‐	 bzw.	 3‐Methyl‐
piperidin	(149	bzw.	150)	synthetisiert	werden,	um	eine	Methode	für	die	HPLC	zu	finden.	Im	Anschluss	
daran	sollte	die	enzymatische	Acylierung	mit	Malonsäurediethylester	(9)	untersucht	werden.		
Die	 chemische	 Acylierung	 erfolgt	 im	 Fall	 der	 sekundären	 Amine	 149	 und	 150	mit	 dem	 Acyldonor		
Malonsäurediethylester	(9)	unter	Erhitzen	zum	Rückfluss	für	3	Stunden	(Abbildung	111).[253]	Die	Amide	






















So	 wird	 mit	 kontinuierlicher	 Rührdauer	 ein	 größerer	 Verlust	 der	 Komponenten	 beobachtet.	 Nach	
15		Minuten	wird	bei	dem	Amin	149	ein	Verlust	von	64%	und	bei	150	von	27%	bestimmt.	Infolgedessen	






























schlossenes	 Reaktionssystem	 geachtet	 werden.	 Die	 Bestimmung	 des	 Umsatzes	 sollte	 aufgrund	 der	
Flüchtigkeit	der	Amine	149	und	150	in	Bezug	auf	den	jeweiligen	Acyldonor	geschehen.	
Im	 Anschluss	 an	 die	 chemische	 Acylierung	 der	 sekundären	 Amine	 149	 und	150	 wurden	 die	 enzy‐
matische	Racematspaltung	mit	Malonsäurediethylester	(9)	als	Acyldonor	unter	Standardbedingungen,	

















149: R1 = H, R2 = Me
150: R1 = Me, R2 = H
151: R1 = H, R2 = Me
152: R1 = Me, R2 = H 	
	
Abbildung	114.	 Enzymatische	Acylierungung	der	sekundären	Amine	149	und	150.	
Die	Acylierung	 des	Amins	 rac‐149	mit	Malonsäurediethylester	 (9)	 gelang	 unter	 den	 hier	 gewählten	






bzw.	 Enantioselektivität	 durchgeführt	 werden.	 Dabei	 wurden	 die	 Reaktionstemperatur	 sowie	 die	
Enzymmenge	und	die	Zugabe	von	MTBE	als	Lösungsmittel	variiert	(Tabelle	16).	So	konnte	mit	sinkender	
Temperatur	 ein	Anstieg	des	Umsatzes	 von	5%	bei	 80	 °C	 auf	 19%	bei	 40	 °C	 festgestellt	werden.	Die	
Verlängerung	der	Reaktionsdauer	auf	48	Stunden	führte	nur	zu	einem	leichten	Anstieg	des	Umsatzes	auf	
22%	 (Eintrag	 6).	 Die	 Enantiomerenüberschüsse	 liegen	 dabei	 in	 allen	 Fällen	 bei	 10%,	 was	 einer	






























Eintrag	 MTBE	[mL]	 T	[°C] Umsatz	[%] ee	[%]	 E
1	 ‐	 80 5 10	 <2
2	 ‐	 60 15 10	 1
3	 0.1	 60 34 13	 <2
			4	a)	 0.1	 60 75 18	 2
5	 ‐	 40 19 11	 <2
			6	b)	 ‐	 40 22 10	 <2
a)	CAL‐B:	80	mg/mmol,	b)	Reaktionsdauer:	48	h.	
Zusätzlich	zum	Versuch	der	Prozessoptimierung	wurde	die	parallel	ablaufende	chemische	Acylierung	
des	 sekundären	 Amins	 150	 bei	 unterschiedlichen	 Reaktionstemperaturen	 untersucht	 (Tabelle	 17).	
Dabei	konnte	bei	allen	Temperaturen	die	Bildung	des	Amids	rac‐152	mit	bis	zu	9%	Umsatz	bei	60	°C	






Eintrag	 T	[°C]	 t	[h] Umsatz	[%] ee	[%]	 E
1	 80	 24 5 n.b.	 n.b.
2	 60	 24 9 0	 0










In	 dem	 ersten	 Teil	 dieser	 Arbeit	 (vergl.	 Abschnitt	 3.3)  wurde  die  enzymatische	 Herstellung	 von	
ɛ‐Caprolacton	 (3)	 beschrieben.	 Im	 Folgenden	wurde	 nun	 die	 Fähigkeit	 des	 Lactons	3	 zur	 Racemat‐
spaltung	 von	Aminen	wie	 1‐Phenylethylamin	 (rac‐4)	 näher	 untersucht.	 Dafür	wurden	 die	Referenz‐
verbindungen	chemisch	hergestellt	sowie	die	Stabilität	des	Lactons	3	ermittelt.	Im	Anschluss	wurde	die	
enzymatische	Acylierung	der	Amine	durchgeführt	und	der	Temperatureffekt	untersucht.	
Als	 Vorbereitung	 der	 Acylierungsreaktionen	 wurde	 zunächst	 die	 Stabilität	 von	 ɛ–Caprolacton	 (3)	





































149 (R1 = H, R2 = Me)








154 (R1 = H, R2 = Me)



































ständigen	 Umsatz	 auszugehen.	 Im	 1H‐NMR‐Spektrum	 konnte	 allerdings	 nur	 ein	 Umsatz	 von	 46%	
bezogen	auf	das	Amin	130	nachgewiesen	werden.	Auch	in	diesem	Fall	ist	etwa	ein	Drittel	des	Lactons	3	
zur	 Säure	54	 gespalten	worden.	Wird	 der	 Umsatz	 zum	Amid	156	 auf	 die	 Summe	der	 Integrale	 des	




Durch	 Variation	 der	 Temperatur	 sollte	 die	 enzymatische	 Acylierung	 in	 Hinblick	 auf	 eine	 mögliche	
Umsatzsteigerung	 untersucht	werden	 (Tabelle	 20).	 So	wurden	 bei	 80	 °C	 Reaktionstemperatur	 51%	
Umsatz	zum	Amid	156	erreicht.	Durch	Zugabe	von	MTBE	als	organisches	Lösungsmittel	bei	80	°C	konnte	
eine	Umsatzsteigerung	auf	65%	erzielt	werden.	Erfreulicherweise	konnten	bereits	bei	20	°C	Reaktions‐
temperatur	 nach	 4.5	 Stunden	 57%	 Umsatz	 erhalten	 werden.	 Diese	 Ergebnisse	 zeigen,	 dass	 eine	
Erhöhung	 der	 Temperatur	 auf	 80	 °C	 keinen	 positiven	 Einfluss	 auf	 die	 enzymatische	 Acylierung	 des	
Benzylamins	134	hat.	
Tabelle	20.	 Prozessoptimierung	 der	 enzymatischen	 Racematspaltung	 von	 Benzylamin	 (134)	 mit	
ɛ‐Caprolacton	(3).	
	
Eintrag	 MTBE	[mL]	 T	[°C] t	[h] Umsatz	[%]	
1	 ‐	 80 4.5 51	
2	 0.5	 80 4.5 65	
3	 ‐	 RT 4.5 57	
Die	 parallel	 ablaufende	 chemische	 Acylierung	 des	 Amins	 134	 mit	 dem	 Lacton	 3	 wurde	 bei	 unter‐









Eintrag	 T	[°C] t	[h] Umsatz	[%]	
1	 80 4.5 30	
				2	a)	 60 4.5 69	
3	 RT 4.5 12	
4	 RT 24 53	




konnten	 bei	 60	 °C	 und	 4.5	 Stunden	 Reaktionszeit	 69%	 Umsatz	 zum	 Amid	 156	 erhalten	 werden.	
Carbonsäuren	werden	selten	als	Acyldonoren	verwendet,	da	eine	reversible	Salzbildung	mit	dem	Amin	





Acylierungsreaktions	 durch	 die	 Säure	54	 als	 Acyldonor	 ist	 unter	 den	 verwendeten	 Reaktionsbedin‐

















+ 0 ‐ 80 °C, 4.5 h









unterschiedlichen	 Temperaturen	 und	 Reaktionszeiten	 untersucht	 (Abbildung	 118).	 Mit	 sinkender	
Temperatur	nimmt	der	Umsatz	bei	4.5	Stunden	Reaktionsdauer	ab.	So	wird	bei	80	°C	ein	Umsatz	von	
49%	erzielt,	während	bei	20	°C	noch	26%	Umsatz	zum	Amid	157	erhalten	wird.	Zusätzlich	wurde	der	
Effekt	 der	 Verlängerung	 der	 Reaktionsdauer	 bei	 60	 °C	 untersucht.	 Dabei	 wurde	 mit	 andauernder	
Reaktionszeit	eine	leichte	Steigerung	des	Umsatzes	von	41%	bei	4.5	Stunden	auf	45%	bei	acht	Stunden	




















80 60 40 20 0
























Beginn	mit	 einer	 relativ	 niedrigen	 Geschwindigkeit	 startet,	 da	 nach	 zwei	 Stunden	 erst	 20%	Umsatz	
erreicht	worden	sind.	Danach	verläuft	die	Acylierung	nahezu	linear,	bis	nach	24	Stunden	65%	Umsatz	
zum	Amid	157	erhalten	werden.	Die	ee‐Werte	dieser	Acylierungsreaktionen	betragen	in	allen	Fällen	0%,	













































Zwar	 gelingt	 mit	 ɛ–Caprolacton	 (3)	 als	 Acyldonor	 keine	 Racematspaltung	 des	 Amins	 rac‐4,	 jedoch	
beschleunigt	die	Anwesenheit	der	CAL‐B	die	Acylierungsreaktion	bei	60	°C	und	4.5	Stunden	Reaktions‐
dauer	um	das	zehnfache.	So	werden	ohne	CAL‐B	4%	Umsatz	zum	Racemat	157	erhalten	(vgl.	Abbildung	
118),	 während	 in	 Anwesenheit	 des	 Biokatalysators	 41%	 Umsatz	 erzielt	 werden	 können.	 Da	 keine	








Die	 Bildung	 eines	 Amids	 mit	 ɛ–Caprolacton	 (3)	 als	 Acyldonor	 mittels	 Lipasen‐Katalyse	 kann	 als	
Initiationsreaktion	 für	 die	 Polymerisation	 zum	 Polycaprolacton	 (PCL)	 dienen,	 was	 in	 der	 Literatur	

































Im	 Anschluss	 an	 die	 chemische	 Darstellung	 der	 Amide	 154	 bzw.	 155	 wurden	 die	 entsprechenden	









Eintrag	 Amin MTBE	[mL] Umsatz	[%]
1	 149 ‐ 7	
2	 150 ‐ 9	


























bei	 geringen	 Konzentrationen	 sensibler	 reagiert	 und	 der	 Schritt	 des	 Entfernens	 des	 Lösungsmittels	
entfällt.	Aus	diesem	Gründen	war	die	Analytik	mittels	GC	die	Methode	der	Wahl.	
Anschließend	wurden	die	Rückgewinnungsraten	der	einzelnen	Substanzen	bestimmt.	Diese	sind	sowohl	
von	 der	 eingesetzten	 Enzymmenge	 als	 auch	 von	 der	 Zentrifugierzeit	 während	 der	 Aufarbeitung	
abhängig.	Bei	 steigender	Konzentration	des	Substrats	Cyclohexanol	 (1)	wurde	ein	Anstieg	der	Rück‐
gewinnungsrate	von	71	–	80%	auf	90	–	97%	beobachtet.	Zusätzlich	konnte	die	zuvor	im	Arbeitskreis	




Dazu	wurden	 zum	 einen	 die	 volumetrischen	 Aktivitäten	mittels	 Photometertest	 bestimmt	 und	 zum	
anderen	 BRADFORD‐Tests	 durchgeführt,	 um	 den	 jeweiligen	 Proteingehalt	 der	 Enzyme	 zu	 ermitteln.	
Dadurch	 konnten	 die	 spezifischen	 Aktivitäten	 der	 drei	 Monooxygenasen	 berechnet	 werden.	 Die	
spezifische	Aktivität	der	CHMO	wurde	gleich	100%	relative	Aktivität	gesetzt.	Die	beiden	BVMOs	ECS	












von	 Isophoron	(52)	 mit	 dem	 D‐Glucose	 (48‐a)/GDH‐Regenerationssystem	 kein	 Umsatz	 festgestellt	
werden.	 Unter	 den	 in	 dieser	 Arbeit	 gewählten	 Reaktionsbedingungen	 ist	 diese	 Aktivität	 nicht	 aus‐
reichend	für	eine	ökonomisch	sinnvolle	Oxidation.		
Die	Aktivität	der	Lk‐ADH	wurde	gegenüber	dem	Standard‐Substrat	1‐Phenylethanol	(47)	bestimmt	und	
gleich	 100%	 relative	 Aktivität	 gesetzt.	 Im	 Vergleich	 dazu	 wurde	 gegenüber	 Cyclohexanol	 (1)	 und	
3,3,5‐Trimethylcyclohexanol	(53)	eine	relative	Aktivität	von	153%	bzw.	0%	bestimmt.	Während	sich	
Cyclohexanol	(1)	demnach	hervorragend	als	Substrat	für	die	Oxidation	durch	die	Lk‐ADH	eignet,	liefert	










temperatur	 untersucht.	 Bei	 der	 Erhöhung	der	 Cofaktormenge	 von	 1	 auf	 10	mol‐%	 sinkt	 der	Umsatz	
















Als	 einleitende	 Versuche	 zur	 Racematspaltung	 wurden	 enzymatische	 Acylierungsreaktionen	 substi‐
tuierter	 Benzylamine	 mit	 Malonsäurediethylester	 (9)	 als	 Standard‐Acyldonor	 in	 Abwesenheit	 von	
organischen	 Lösungsmitteln	 durchgeführt	 (bildung	 122).	 Als	 Biokatalysator	 fand	 die	 immobilisierte	
Lipase	 B	 aus	 Candida	 antarctica	 (CAL‐B,	 Handelsname:	 Novozym	 435)	 Anwendung,	 die	 sich	 in	 der	
Literatur	 als	 hochselektives	 Enzym	 erwiesen	 hat.[27–29]	 Die	 zuvor	 in	 der	 Literatur[33–35]	 verwendeten	

















































































(9)	 zum	 enantiomerenreinen	 Amid	 rac‐10	 untersucht	 werden	 (Abbildung	 123).	 Dabei	 wurde	 der	
Einfluss	von	Temperatur	und	Reaktionsdauer	sowie	der	Enzymbeladung	untersucht	und	die	Reaktions‐
kinetik	 unter	 den	 optimierten	 Bedingungen	 dokumentiert.	 Das	 Amid	 rac‐10	 konnte	 dabei	mit	 42%	
Umsatz	und	mit	97%	Enantiomerenreinheit	erhalten	werden,	was	einer	exzellenten	Enantioselektivität	
von	>100	entspricht.	Eine	Verlängerung	der	Reaktionszeit	auf	24	Stunden	bei	60	°C	Reaktionstempe‐





spaltung	 des	 chiralen	 Amins	 rac‐4	 unter	 den	 in	 dieser	 Arbeit	 gewählten	 lösungsmittelfreien	 Bedin‐
gungen	Enantioselektivitäten	der	gleichen	Größenordnung	liefert.	Während	das	in	der	Literatur[30]	ver‐
wendete	Methoxyessigester	111	52%	Umsatz	und	95%	ee	(E	>100)	lieferte,	gelang	die	Racematspal‐
tung	unter	den	gleichen	 in	der	 Industrie	verwendeten	Bedingungen	mit	Malonester	9	 als	Donor	das	
Amid	 (R)‐10	 mit	 48%	 Umsatz	 und	 ebenfalls	 95%	 ee	 (E	>100).	 Die	 Racematspaltung	 unter	 den	 im	
Rahmen	 dieser	 Arbeit	 gewählten	 Bedingungen	 lieferte	 eine	 Enantioselektivität	 von	 >100.	 Die	
verwendete	 größere	 Enzymmenge	 und	 höhere	 Temperatur	 wird	 folglich	 durch	 Vermeidung	 von	
Lösungsmittel	 und	 viel	 kürzerer	Reaktionszeit	 ausgeglichen.	Der	 in	 dieser	Arbeit	 etablierte	 lösungs‐
mittelfreie	Prozess	stellt	somit	eine	sehr	gute	Alternative	zu	bestehenden	Verfahren	dar.	
Bei	 den	 anschließend	 durchgeführten	 Recyclingversuchen	 der	 Racematspaltung	 von	 rac‐4	 mit	
Malonester	9	durch	die	 immobilisierten	CAL‐B	 (Novozym	435)	konnte	ein	deutlicher	Abfall	des	Um‐
satzes	im	Verlauf	der	Recyclingschritte	beobachtet	werden	(Abbildung	124).	Nach	dem	zweiten	Recyc‐






entsprechenden	 Amid	 (R)‐10	 gefunden.	 Die	 ee‐Werte	 der	 einzelnen	 Durchgänge	 blieben	 allerdings	




In	 einem	breiten	Enzym‐Screening	 aus	23	Lipasen	konnte	 sowohl	die	 CAL‐B	aus	Candida	antarctica	
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9 (R = Et, R' = CH2COOEt)
122 (R =Et, R' = CH2OPh)
124 (R = Et, R' = CH2CN)
111 (R = Et, R' = CH2OMe)
(R)‐10 (R' = CH2COOEt)(R)‐121 (R' = CH2OPh)(R)‐123 (R' = CH2CN)(R)‐8 (R' = CH2OMe)






führte	 unter	 lösungsmittelfreien	 Bedingungen	 zu	 49%	 Umsatz	 und	 79%	 ee.	 Eine	 Verlängerung	 der	














































werden	 konnte.	 Unter	 den	 gewählten	 Bedingungen	 konnte	 eine	 effiziente	 Racematspaltung	 nicht	
erreicht	werden.	
Als	weiterer	Acyldonor	 sollte	 das	 zuvor	 enzymatisch	 synthetisierte	 ɛ–Caprolacton	 (3)	 dienen.	Dabei	
konnte	 in	allen	Fällen	nur	geringe	Umsätze	und	auch	nur	 racemische	Gemische	des	entsprechenden	
Amids	erhalten	werden.	Somit	 ist	das	Lacton	3	kein	geeigneter	Acyldonor.	Allerdings	kann	die	enzy‐
matische	 Amidbildung	 als	 Startreaktion	 für	 die	 Polymerisation	 zum	 Polycaprolacton	 (PCL)	 genutzt	
werden.		
Die	 erhaltenen	 Ergebnisse	 zeigen,	 dass	 die	 lösungsmittelfreie	 Racematspaltung	 vergleichbar	 ist	 mit	















of	 CHMO	 from	 Acinetobacter	 calcoaceticus	 as	 well	 as	 Lk‐ADH	 from	 Lactobacillus	 kefir	 has	 been	





































(52)	 with	 the	 D‐glucose	 (48‐a)/GDH‐regeneration	 system.	 Under	 the	 terms	 used	 in	 this	 work	 this	
activity	is	not	sufficient	for	an	economically	reasonable	oxidation.	
The	 activity	 of	 the	 Lk‐ADH	has	 been	 determined	with	 regard	of	 the	benchmark	 substrate	 1‐phenyl‐
ethylethanol	(47)	and	represented	as	100%	relative	activity.	Compared	to	this	the	relative	activity	with	








the	 influence	of	 the	 amount	of	 the	Lk‐ADH	and	of	 the	 cofactor	 as	well	 as	 the	 temperature	has	been	







Lk‐ADH	 appeared.	However,	 by	 use	 of	 the	Titrino	 titration	 apparatus	 the	 hydrolytic	 cleavage	 of	 the	
lactone	3	to	the	corresponding	acid	53	could	be	observed.		
The	in	situ‐product	removal	via	adsorber	resins	did	not	succeed	under	the	chosen	conditions.	Also	the	









As	 initiating	 tests	 for	 the	 resolution	 of	 amines,	 enzymatic	 acylation	 reactions	 of	 substituted	
benzylamines	with	diethyl	malonate	 (9)	 as	 standard	acyl	 donor	have	been	performed	 in	 absence	 of	

































It	 has	 been	 shown	 furthermore,	 that	 there	 is	 a	 positive	 effect	 on	 the	 conversion	 by	 the	 presence	 of	
electron	 withdrawing	 substituents	 in	meta	 position.	 However,	 parallel	 chemical	 acylation	 reactions	
towards	 the	 accordingly	 amide	 up	 to	 8%	 has	 been	 proven.	 By	 using	 the	 hydroxy‐substituted	
benzylamine	134	the	usage	of	solvents	is	necessary	to	ensure	homogeneity	of	the	mixture	due	to	the	
high	melting	point	of	 the	amine.	Of	 the	solvents	 investigated	THF	(75%	conversion	at	80	°C	reaction	





































































selectivity	 in	 the	 same	 range	 of	 magnitude.	 Methoxy	 acetate	 111	 used	 in	 literature[30]	 led	 to	 52%	
conversion	and	95%	ee	(E	>100)	whereas	the	resolution	with	malonate	9	as	donor	succeeded	with	48%	
conversion	and	also	95%	ee	(E	>100)	under	the	same	conditions.	The	resolution	under	conditions	used	
in	 this	 thesis	 led	 to	 enantioselectivity	 of	 >100.	 The	 used	 increased	 amount	 of	 enzyme	 and	 higher	
temperature	are	being	compensated	by	avoidance	of	organic	solvents	and	shorter	reaction	times.	The	
technique	established	here	constitutes	a	very	good	alternative	to	existing	industrial	processes.	
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After	 the	 second	 recycling	 step,	 only	 30%	 conversion	 and	 in	 the	 following	 recycling	 steps,	 merely	
























reaction	 process	 but	 after	 24	 hours	 68%	 conversion	 were	 achieved,	 which	 surpasses	 the	 theoretic	






















9 (R = Et, R' = CH2COOEt)
122 (R =Et, R' = CH2OPh)
124 (R = Et, R' = CH2CN)
111 (R = Et, R' = CH2OMe)
(R)‐10 (R' = CH2COOEt)(R)‐121 (R' = CH2OPh)(R)‐123 (R' = CH2CN)(R)‐8 (R' = CH2OMe)






free	 conditions	 after	 4.5	 hours	 reactions	 time.	 By	 enhancing	 the	 reaction	 time	 to	 24	 hours	 nearly	
enantiomeric	pure	amide	(R)‐129	could	be	obtained.	The	enantiomeric	purity	could	also	be	increased	
to	91%	through	usage	of	1.5	equivalents	of	malonate	9,	representing	a	good	enantioselectivity	of	61.	The	































































































freundlicherweise	 von	 der	 ENZYMICALS	 AG	 zur	 Verfügung	 gestellt.	 Die	 Alkohol‐Dehydrogenase	 aus	
Lactobacillus	 kefir	 (Lk‐ADH,	 DSM	 20587)	 wurden	 im	 Arbeitskreis	 von	 Herrn	 Prof.	 Dr.	 W.	HUMMEL	













dient	 als	 Zerstäuber‐	 und	 Trockengas	 und	wird	 durch	 den	 Stickstoffgenerator	 NGM	 11	 von	 BRUKER	

























Die	 1H‐	 und	 13C‐NMR‐Spektren	wurden	 an	 einem	BRUKER	 DRX‐500	 oder	 BRUKER	 Advance	500	NMR‐
Spektrometer	bei	Raumtemperatur	aufgenommen.	Die	chemische	Verschiebung	δ	[ppm]	der	 1H‐	und	



























In	 einem	 10	 mL‐Rundkolben	 wird	 Rohextrakt	 der	 CHMO	 aus	 Acinetobacter	 calcoaceticus	 (3.82	U,	
bezogen	auf	Cyclohexanon	(2))	in	KPi‐Puffer	(pH	7.0,	50	mM,	5	mL)	aufgenommen	und	gut	geschüttelt.	
Cyclohexanol	(1,	0.2	mmol,	20.0	mg),	MgCl2	(1mM),	und	Lk‐ADH	(40	U,	Rohextrakt/Glycerin	1:1	(v/v),	
bezogen	 auf	 Acetophenon)	 werden	 zugegeben.	 Das	 Gemisch	 wird	 für	 20	 min	 bei	 Raumtemperatur	
gerührt.	Durch	Zugabe	von	NADP+	(1	mol‐%,	1.57	mg)	wird	die	Reaktion	gestartet	und	die	Mischung	für	
eine	bestimmte	Zeit	bei	Raumtemperatur	gerührt.	Anschließend	werden	die	5	mL	zu	je	0.7	mL	auf	sieben	
1.5	mL‐EPPENDORF‐Gefäße	 verteilt	 und	 jeweils	mit	 0.7	mL	 DCM	 versetzt.	 Durch	 30	min	 Schütteln	 im	
Thermomixer	 wird	 das	 Zweiphasensystem	 extrahiert.	 Die	 Phasentrennung	 wird	 durch	 30	 min	
Zentrifugieren	 bei	 13000	 rpm	 erreicht.	Die	 überstehende	wässrige	Phase	wird	 abgenommen	und	 in	
sieben	neue	EPPENDORF‐Gefäße	gegeben.	Die	Extraktion	mit	anschließender	Phasentrennung	wird	noch	
zweimal	wiederholt.	Die	organischen	Phasen	werden	in	einem	25	mL‐Rundkolben	überführt	und	das	























Zur	 Bestimmung	 der	 Stabilität	 des	 externen	 Standards	 Urotropin	 (51)	 werden	 Cyclohexanol	 (1,	
0.2	mmol,	21	µL)	sowie	Urotropin	(51,	0.1	mL	der	0.17	M‐Stammlösung	in	CDCl3)	zusammen	mit	CDCl3	












Zur	 Bestimmung	 der	 Rückgewinnungsrate	 der	 Substanzen	 wird	 die	 Aufarbeitung	 simuliert.	 Dazu	
werden	Cyclohexanon	(2,	0.2	mmol,	20.7	µL)	bzw.	ɛ–Caprolacton	(3,	0.2	mmol,	21.1	µL)	in	KPi‐Puffer	
(pH	7,	50	mM,	5	mL)	gelöst	und	für	24	h	bei	RT	gerührt.	Die	Aufarbeitung	durch	Extraktion	erfolgt	analog	
der	 AAV	 1.	 Zur	 Bestimmung	 der	 Substanzmenge	 mittels	 1H‐NMR‐Analytik	 wird	 Urotropin	 (51)	 als	

















Cyclohexanol	 (1),	Cyclohexanon	 (2)	und	ɛ–Caprolacton	 (3)	hergestellt.	Dafür	wurden	 je	1	g	der	drei	
Substanzen	in	ein	100	mL‐fassenden	Maßkolben	eingewogen,	mit	DCM	bis	zum	Eichstrich	aufgefüllt	und	
sehr	gut	geschüttelt.	Ausgehend	von	dieser	Stammlösung	wurde	eine	Verdünnungsreihe	durchgeführt,	
sodass	 Lösungen	 der	 Konzentrationen	 von	 5	 g/l,	 2.5	 g/l,	 2.0	 g/l,	 1.75	 g/l,	 1.5	 g/l,	 1.25	 g/l,	 1.0	 g/l	
hergestellt	werden	konnten.	Von	der	Stammlösung	sowie	von	den	weiteren	Lösungen	wurden	jeweils	3	




Zur	 Bestimmung	 der	 durchschnittlichen	 Abweichungen	 der	 zuvor	 erstellten	 Eichgerade	 werden	
unterschiedliche	Mengen	der	Substanzen	1,	2	und	3	in	einen	100	mL‐Maßkolben	eingewogen	und	mit	



















1	 2.39 2.49 0.10	/	4
2	 0.81 0.82 0.01	/	1




1	 1.25 1.28 0.03	/	2
2	 1.40 1.42 0.02	/	1




1	 0.93 0.96 0.03	/	3
2	 1.58 1.60 0.02	/	1
3	 2.75 2.89 0.14	/	5





Der	 Rückstand	 wird	 nach	 Entfernen	 des	 Lösungsmittels	 in	 einen	 Maßkolben	 gegeben	 und	 auf	 den	
Eichstrich	 aufgefüllt.	Davon	wird	 eine	Probe	abgefüllt	und	die	 Substanzmenge	mittels	Gaschromato‐




Eintrag	 Substanz	 Stoffmenge	[mmol] Wiederfindung [%]
1	 1	 0.1 71	
2	 2	 0.1 75	
3	 3	 0.1 80	
4	 1	 0.2 84	
5	 2	 0.2 88	
6	 3	 0.2 88	






Eintrag	 Substanz	 Stoffmenge	[mmol] Wiederfindung	[%]	
8	 2 0.4 95	











Eintrag	 Substanz	 Lk‐ADH Wiederfindung	[%]	
1	 1	 ‐ 88	
2	 1	 + 90	
3	 2	 ‐ 76	
4	 2	 + 73	
5	 3	 ‐ 94	
















Eintrag	 Lk‐ADH	[µ] t	[min] Rückgewinnungsrate	[%]
1	 0	 3	x	30 68	
2	 150	 3	x	30 61	
3	 500	 3	x	30 20	
4	 0	 3	x	5 93	
5	 150	 3	x	5 73	






nach	 Entfernen	 des	 Lösungsmittels	 in	 einen	 Maßkolben	 gegeben	 und	 auf	 den	 Eichstrich	 aufgefüllt.	
Davon	werden	drei	Proben	abgefüllt	und	per	GC	vermessen.	Der	restliche	Inhalt	der	GC‐Gläschen	wird	







Eintrag	 Substanz Umsatz	via GC	[%] Umsatz	via	NMR	[%]
1	 1	 6 0	
2	 2	 5 3	












Oxidation	 zu	 NADP+	 in	 Gegenwart	 eines	 Substrates	 bestimmt.	 Dafür	werden	 in	 eine	 3	mL	 fassende	
Küvette	 2880	 µL	 der	 Substratlösung	 (10	mM	bis	 2M	 in	 KPi‐Puffer	 (pH	 7,	 50	mM))	 und	 60	 µL	 einer	



















Eintrag	 Substrat	 Aktivität	[U/mL] Relative	Aktivität	[%]	
1	 47 21.5 100	
2	 1 33.0 153	









Die	 Enzymaktivität	 der	 CHMO	 (ECS	Mo‐01)	wird	 nach	 einer	 Vorschrift	 der	 ENZYMICALS	AG	 bei	 einer	






weiteres	Mal	 gut	durchmischt	und	die	Messung	gestartet.	 Es	wird	über	3	Minuten	 jede	Sekunde	ein	













Die	 Enzymaktivitäten	 der	 BVMOs	 ECS	Mo‐03	 und	 ECS	Mo‐05	 (ENZYMICALS	AG)	 sollen	 photometrisch	














Eintrag	 BVMO	 Aktivität	[U/mL] Aktivität	[U/mg] Relative	Aktivität	[%]	
1	 ECS	Mo‐01	 7.38	 3.00 100	
2	 ECS	Mo‐03	 0.50	 0.20 7	
3	 ECS	Mo‐05	 0.14	 0.05 2	
	
7.2.1.4.4 Aktivitätsbestimmung	der	CHMO	gegenüber	Isophoron	(52)	
Die	 Enzymaktivität	 der	 CHMO	 soll	 photometrisch	 gegenüber	 Isophoron	 (52)	 als	 Substrat	 bestimmt	
werden.		Abweichend	von	der	AAV	1	wird	die	Aktivität	nach	einer	Vorschrift	der	Firma	ENZYMICALS	AG	
dargestellt.	Dazu	werden	Stammlösungen	der	Substrate	Cyclohexanon	(2)	und	Isophoron	(52,	100	mM	





aufgenommen.	 Zur	 Berechnung	 der	 Enzymaktivität	wird	 die	 Anfangssteigung	 der	 Absorptionskurve	
nach	Gleichung	5	berechnet.	Die	Ergebnisse	sind	in	Tabelle	32	aufgezeigt.	
Tabelle	32.	 Bestimmung	 der	 Aktivität	 von	 CHMO	 gegenüber	 Isophoron	 (52)	 im	 Vergleich	 zu	
Cyclohexanon	(2).	
	
Eintrag	 Substrat	 Aktivität	[U/mg] Aktivität	[%]	
1	 2	 0.101 100	





Zur	 Optimierung	 der	 Aufarbeitung	 wird	 die	 Synthese	 analog	 der	 AAV	 1	 (siehe	 Abbildung	 126)	
durchgeführt.	Dazu	werden	CHMO	(3.82	U,	68.2	mg)	in	KPi‐Puffer	(pH	7,	50	mM,	5	mL),	Cyclohexanol	(1,	

































1	a)	 KPi	/	MTBE	8:2 1.6 1.2 18.4
2	a)	 KPi	/	MTBE	6:4 0.4 0.8 28.0
3	a)	 KPi	/EtOAc	6:4	 0 2.4 27.6
4	b)	 KPi	/	Toluol	9:1 23.6 3.2 8.4
5	b)	 KPi	/	Methylcyclohexan	9:1 25.6 2.0 2.4
6	b)	 KPi	/	Isooctan	9:1 34.8 2.0 2.0
7	b)	 KPi	/	n‐Heptan	9:1 26.0 2.0 4.4











9	a)	 EtOAc‐ges.	KPi	 0 2.8 24.4	
10	a)	 n‐Heptan‐ges.	KPi	 14.0 1.2 3.2	
11	a)	 n‐Hexan‐ges.	KPi	 19.6 0.8 0	
12	a)	 Methylcyclohexan‐ges.	KPi	 28.0 1.2 0	
13	a)	 MTBE‐ges.	dest.	Wasser	 0.8 2.0 32.0	



















1	 2 40 RT 97 3	
2	 10 40 RT 61 11	
3	 1 40 30 48 5	






















organische	 Lösungsmittel	 wird	 bei	 900	 mbar	 und	 40	°C	 Badtemperatur	 am	 Rotationsverdampfer	











1	 0.02	 0 25 19	
2	 0.02	 0.01 24 16	
3	 0.02	 0.04 30 16	
4	 0.02	 0.10 42 15	
			5	b)	 0.02	 0.25 49 16	
			6	b)	 0.02	 1.00 50 14	













cyclohexanol	 (53,	 0.2	mmol),	 MgCl2	 (1	mM)	 sowie	 Lk‐ADH	 (40	 U,	 210.5	 µL)	 und	 NADP+	 (1	mol‐%)	
eingesetzt	und	für	24	h	bei	RT	gerührt.	Die	Aufarbeitung	erfolgt	analog	der	AAV	1.	Die	Konzentrationen	








1	 1H‐NMR	 28.4 0 0	






5	mL)	aufgenommen	und	gut	geschüttelt.	 Isophoron	 (52,	 0.2	mmol,	27.6	mg),	MgCl2	(1mM),	Lk‐ADH	
(40	U,	Rohextrakt/Glycerin	1:1	(v/v))	sowie	i‐PrOH	(1.25	ml)	werden	zugegeben.	Das	Gemisch	wird	für	
20	min	bei	Raumtemperatur	gerührt.	Durch	Zugabe	von	NADP+	(1	mol‐%,	1.57	mg)	wird	die	Reaktion	




Eintrag	 Analytik	 Konzentration	52	[mM] Konzentration	59	[%]	
1	 1H‐NMR	 23.6 0	










KPi‐Puffer	 (pH	 7,	 50	mM)	mit	 XAD‐7	 bzw.	 XAD‐1180	 (100	 –	 200	mg)	 für	 20	 h	 bei	 RT	 gerührt.	 Die	
Harzkügelchen	werden	abfiltriert	und	zunächst	mit	dest.	Wasser	(3	x	20	mL)	und	anschließend	mit	DCM	
bzw.	MTBE	(3	x	20	mL)	gewaschen	und	die	Phasen	getrennt.	Die	wässrige	Phase	wird	mit	DCM	bzw.	






Eintrag	 Substanz	 Harz		/	[mg] Solvenz Rückgewinnung [%]
1	 1	 XAD‐7	/	100 DCM 46	
2	 3	 XAD‐7	/	100 DCM 68	
3	 3	 XAD‐7	/	200 DCM 74	
4	 3	 XAD‐7	/	100 MTBE 30	
5	 1	 XAD‐1180	/	100 DCM 89	





Die	 Synthese	 erfolgt	 analog	 der	 AAV	 1.	 Dazu	 werden	 CHMO	 (3.82	 U,	 20.1	mg),	 Cyclohexanol	 (1,	




























Die	 Synthese	 erfolgt	 analog	 der	 AAV	 5.[253]	 Zu	 1‐Phenylethylamin	 (rac‐4,	 2.7	mmol,	 327.3	mg)	wird	









49.04	 (C‐7),	61.69	 (C‐13),	126.19	 (C‐1,	C‐5),	127.46	 (C‐3),	128.80	
(C‐2,	C‐4),	143.16	(C‐6),	164.12	(C‐10),	169.83	(C‐12).	
HPLC:	 AD‐H‐Säule,	 95:5	 (n‐Hexan/i‐PrOH,	 v/v),	 210	nm,	 flow:	
0.8	mL/min,	tR	=	16.9	min	(R),	26.7	min	(S),	ee‐Wert:	0%.	






















13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 21.96	 (C‐9),	 48.43	 (C‐7),	 67.51	
(C‐11),	 114.86	 (Car),	 122.30	 (Car),	 126.24	 (Car),	 127.61	 (Car),	
128.85	 (Car),	 129.92	 (Car),	 142.80	 (C‐5),	 157.26	 (C‐12),	 167.44	
(C‐10).	














































13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 21.60	 (C‐8),	 26.04	 (C‐11),	 50.12	 (C‐7),	
114.85	 (C‐13),	 126.27	 (Car),	 128.01	 (Car),	 129.02	 (Car),	 141.99	 (C‐5),	
160.09	(C‐10).	
HPLC:	 AD‐H‐Säule,	 95:5	 (n‐Hexan/i‐PrOH,	 v/v),	 210	 nm,	 flow:	 0.8	
mL/min,	tR	=	17.14	min	(R),	21.38	min	(S),	ee‐Wert:	0%.	
IR	 (ATR):	 (cm‐1)	 =	 3275.3,	 3064.8,	 2966.1,	 2919.9,	 2357.5,	 2341.2,	 2256.4,	 1644.8,	 1550.2,	 1445.2,	
1355.0,	1241.6,	1195.0,	1106.6,	934.9,	748.5,	684.3,	597.8,	587.6,	528.2.	
















13C‐NMR	 (500	MHz,	CDCl3):	21.82	 (C‐9),	23.56	 (C‐11),	48.91	 (C‐7),	114.85	





















zugegeben	 und	 die	 Phasen	 werden	 getrennt.	 Die	 wässrige	 Phase	 wird	 mit	 ges.	 Natriumhydrogen‐
carbonat‐Lösung	(3x)	gewaschen,	die	vereinten	organischen	Phasen	werden	mit	DCM	(3x)	extrahiert	








129.16	 (C‐16,	 C‐14),	 129.51	 (C‐17,	 C‐13),	 135.01	 (C‐13),	 143.17	
(C‐6),	170.13	(C‐10).	





MS	 (ESI):	m/z	 (%)	 =	 262.1	 (81)	 [M+Na]+,	 303.2	 (13),	 379.4	 (100),	 437.3	 (57),	 502.2	 (7)	 [2M+Na]+,	
559.4	(7).	






















(C‐11),	 126.24	 (Car),	 127.49	 (Car),	 127.78	 (Car),	 143.01	 (C‐5),	 167.71	
(C‐10).	
HPLC:	 AD‐H‐Säule,	 95:5	 (n‐Hexan/i‐PrOH,	 v/v),	 210	 nm,	 flow:	
0.8	mL/min,	tR	=	13.09	min	(R),	17.47	min	(S),	ee‐Wert:	<1%.	















und	DBU	 (0.5	mmol,	 78.0	mg)	 in	 DCM	 (0.2	mL)	 gegeben	 und	 bei	 40	 °C	 für	 3	 d	 gerührt	 (Abbildung	









(C‐2),	 41.42	 (C‐12),	 54.89	 (C‐9),	 61.71	 (C‐14),	 124.12	 (C‐4),	
124.92	(C‐7),	126.92	(C‐5),	128.11	(C‐6),	143.00	(C‐8),	143.48	
(C‐3),	164.96	(C‐11),	169.58	(C‐13).	
HPLC:	 AD‐H‐Säule,	 95:5	 (n‐Hexan/i‐PrOH,	 v/v),	 210	 nm,	 flow:	 0.8	 mL/min,	 tR	=	21.89	 min	 (R),	
28.47	min	(S),	ee‐Wert:	0%.	









wogen.	 Mittels	 1H‐NMR‐Spektroskopie	 wird	 das	 Verhältnis	 beider	 Komponenten	 bestimmt.	 An‐


















1	 1	:	0.98	 1	:	0.99 1
2	 1	:	1.02	 1	:	1.06 4


























mittels	 Säulenchromatographie	 (Laufmittel:	 CHCl3/Aceton	 85:15).	 Das	 Amid	133	 wird	 als	 farbloser	
kristalliner	Feststoff	erhalten.	
Umsatz:	49%,	Ausbeute:	48%	(1.22	g,	4.82	mmol).	
1H‐NMR	 (500	MHz,	 CDCl3):	 δ	 (ppm):	 1.28	 (t,	 3J	 =	 7.0	 Hz,	 3H,	
H‐13),	3.36	(s,	2H,	H‐10),	4.20	(q,	3J	=	7.0	Hz,	2H,	H‐12),	4.49	(d,	
3J	=	5.5	Hz,	2H,	H‐7),	7.28	–	7.35	(m,	5H,	Har),	7.45	(br,	1H,	H‐8).	
13C‐NMR	 (500	MHz,	CDCl3):	14.17	 (C‐13),	41.21	 (C‐10),	43.69	
(C‐7),	61.74	(C‐12),	127.63	(C‐3),	127.82	(C‐2,	C‐4),	128.83	(C‐1,		
(113)C‐5),	138.00	(C‐6),	156.02	(C‐9),	169.68	(C‐11).	


























13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 43.17	 (C‐10),	 43.76	 (C‐7,	
C‐13),	 127.68	 (C3,	 C‐17),	 127.81	 (C‐2,	 C‐4,	 C‐18,	 C‐16),	
128.85	(C‐1,	C‐5,	C‐19,	C‐15),	137.80	(C‐6,	C‐14),	167.25	
(C‐9,	C‐11).	
IR	 (ATR):	 (cm‐1)	 =	 3279.4,	 3062.5,	 2359.1,	 1654.6,	 1623.7,	 1541.3,	 1452.2,	 1354.0,	 1243.0,	 1225.9,	
1026.3,	716.8,	691,9,	604.3.	
DC‐MS	 (ESI):	m/z	 (%)	=	305.0	 (100)	 [M+Na]+,	 306.0	 (15),	 320.0	 (27)	 [M+K]+,	 587.0	 (73)	 [2M+Na]+,	
588.1	(20),	967.3	(24).	




































Malonsäurediethylester	 (9,	 1.0	mmol,	 162.5	mg)	 und	 CAL‐B	 (40	mg/mmol,	 40	mg)	 gegeben	 und	 bei	












13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 14.07	 (C‐14),	 41.12	 (C‐11),	
43.66	 (C‐8),	 61.89	 (C‐13),	 114.80	 (C‐3),	 114.96	 (C‐1),	
119.31	 (C‐4),	 129.94	 (C‐4),	 139.18	 (C‐6),	 156.91	 (C‐2),	
166.03	(C‐10),	169.42	(C‐12).	







Die	 Synthese	 erfolgt	 analog	 der	 AAV	 6.	 Zu	 3‐Brombenzylamin	 (140,	 2.5	 mmol,	 468.5	mg)	 werden	
Malonsäurediethylester	(9,	2.5	mmol,	404.1	mg)	und	CAL‐B	(40	mg/mmol,	200	mg)	gegeben	und	bei	







13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 14.19	 (C‐13),	 41.07	 (C‐10),	
42.97	 (C‐7),	 61.86	 (C‐12),	 122.85	 (C‐2),	 126.39	 (C‐5),	
130.37	(C‐3	+	C‐4),	130.76	(C‐1),	140.43	(C‐6),	165.17	(C‐9),	
169.72	(C‐11).	


















































Malonsäurediethylester	 (9,	 2.5	mmol,	403.4	mg)	und	CAL‐B	 (40	mg/mmol,	200	mg)	gegeben	und	bei	








13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 14.18	 (C‐14),	 41.20	 (C‐11),	
43.65	 (C‐8),	 55.37	 (C‐7),	 61.76	 (C‐13),	 113.08	 (C‐1),	
113.43	 (C‐3),	 120.03	 (C‐5),	 129.88	 (C‐4),	 139.58	 (C‐6),	
160.00	(C‐2),	165.01	(C‐10),	169.70	(C‐12).	














































Verlust	[mg]	 Verlust	[%]	 Verlust	[mg]	 Verlust	[%]	
230	mbar	 550	mbar	
1	 134	 0	 0	 0	 0	 0	
2	 134	 15	 1.1	 10	 0	 0	
3	 134	 30	 1.8	 17	 0.5	 3	
4	 134	 60	 2.9	 28	 1.2	 7	
5	 134	 120	 7.2	 69	 2.1	 12	
6	 9	 0	 0	 0	 0	 0	
7	 9	 15	 0.4	 1	 0.1	 0	
8	 9	 30	 0.7	 2	 0.1	 0	
9	 9	 60	 1.3	 3	 0.5	 1	










Eintrag	 Amin	 Umsatz	Amid	[%] Umsatz	Diamid	[%]
1	 134	 0 0	
2	 140	 7 0	





















1	 0.6	 53 32	
2	 1.0	 91 9	
3	 1.2	 84 3	
4	 1.5	 79 1	
	
7.2.2.3.11 Lösungsmitteleffekt	der	enzymatischen	Acylierung	substituierter	Benzylamine	

















Eintrag	 Amin	 T	[°C]	 t	[h] Solvens logP	 Umsatz	[%]
1	 140	 60	 4.5	 1,4‐Dioxan	 ‐1.10	a)	/	‐0.30	 75	
2	 140	 60	 4.5 n‐Heptan 4.50	b)	 76
3	 140	 60	 4.5 ‐ ‐	 91
4	 139	 60	 4.5 ‐ ‐	 93
5	 138	 80	 4.5 MTBE 0.94	b)	 51
6	 138	 80	 4.5 THF 0.46	b)	 75
7	 138	 80	 4.5 2‐Me‐THF 1.00	c)	 70
8	 138	 80	 4.5 MeCN ‐0.34	b)	 43
9	 138	 80	 4.5 i‐PrOH 0.28	b)	 22
10	 138	 60	 4.5 n‐Heptan 4.50	b)	 45
11	 138	 60	 4.5 EtOAc 0.73	b)	 41
12	 138	 60	 4.5 Malonester 9	(100	Äq.) 0.90	c)	 50
13	 138	 60	 4.5 Et2O 0.89	b)	 30
				14	d)	 138	 RT	 24 Et2O 0.89	b)	 30





























Die	 enzymatische	 Racematspaltung	 von	 1‐Phenylethylamin	 (rac‐4)	 mit	 Malonsäurediethylester	 (9,	
1	Äq.)	 und	 Lipase	 CAL‐B	 (40	 mg/mmol)	 wurde	 in	 Analogie	 zu	 AAV	 6	 mit	 unterschiedlichen	




Eintrag	 T	[°C]	 t	[h]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS [%] a)	 E	
				1	b)	 80	 4.5	 42 92 67 48	
2	 80	 4.5	 46 96 82 >100	
3	 60	 4.5	 42 97 70 >100	
4	 60	 8	 46 89 76 39	
5	 60	 24	 50 94 94 >100	
			6	c)	 40	 4.5	 45 99 81 >100	
7	 40	 6	 46 85 72 27	
8	 20	 4.5	 41 90 63 36	






















Abbildung	141.	 Enzymatische	 Racematspaltung	 von	 rac‐4	 mit	 Malonsäurediethylester	 (9)	 bei	
geringerer	Enzymbeladung.[264]		























Eintrag	 Ester	 Umsatz	[%] ee	[%] E	
1	 9	 48 95 >100	
2	 111	 52 95 >100	
	
7.2.2.5 Enzymrecycling	














Eintrag	 Zyklus	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS	[%]	a)	 E
1	 1	 43 90 68	 39
2	 2	 30 81 35	 13
3	 3	 25 87 n.b.	 19
4	 4	 20 90 n.b.	 26





















1	 CAL‐B	(Novozym	435) 89 10 >99
2	 Toyobo 11 3 14
3	 Hog	pancreas	(FLUKA) 12 3 15
4	 L	„AMANO“	5 17 6 20
5	 Rhizopus	niveus	(FLUKA) 6 1 7
6	 L.P.L.	„AMANO“	100S 6 1 7
7	 GC	„AMANO“	4 22 10 32
8	 R	„AMANO“	10 19 9 28
9	 AY	„AMANO“	30 17 6 23
















11	 AP6	(AMANO)	 6 1 7	
12	 PS	immob.	auf	Toyonite‐200‐P	(AMANO)	 15	 3	 18	
13	 PS	immob.	auf	Diatomite	(AMANO) 4 <1 5	
14	 M‐AP10	(AMANO)	 5 <1 5	
15	 F‐AP15	(AMANO)	 6 <1 6	
16	 R10	(AMANO)	 12 1 13	
17	 CE	„AMANO“	5	 18 7 25	
18	 D	„AMANO“	20	 22 11 33	
19	 AK	„AMANO“	 13 3 16	
20	 AYS	„AMANO“	 8 1 9	
21	 PS	„AMANO“	SD	 11 3 15	
22	 CAL‐B	immob.	(C‐LECTA)	 89 11 >99	
23	 CAL‐B	lyo.	(C‐LECTA)	 94 6 >99	
	
7.2.2.6.2 Lipasen‐Screening	durch	Acylierung	von	3‐Hydroxybenzylamin	(138)		
Das	 Screening	 wird	 analog	 der	 AAV	 6	 durchgeführt.	 Dazu	 werden	 3‐Hydroxybenzylamin	 (138,	














1	 CAL‐B	(Novozym	435)	 52 12 60	
2	 L	„AMANO“	5	 0 0 0	
3	 GC	„AMANO“	4	 0 0 0	
4	 CE	„AMANO“	5	 0 0 0	
5	 R	„AMANO“	10	 0 0 0	
6	 D	„AMANO“	20	 0 0 0	
7	 AY	„AMANO“	30	 0 0 0	















9	 BSA	 0 0 0	
10	 CAL‐B	immob.	(C‐LECTA) 44 3 47




und	 Malonsäurediethylester	 (9,	 0.1	mmol)	 zusammen	 mit	 der	 jeweiligen	 Lipase	 (4	 mg)	 in	 MTBE	









































































1	 Novozym	435	 20	 0.0057	 0.855	 100	
2	 C‐LECTA	immobilisiert	 20	 0.0039	 0.585	 68	




Die	 Spaltung	 des	 Essigesters	 5	 zu	 Essigsäure	 und	 Ethanol	 mit	 der	 immobilisierten	 sowie	 der	 lyo‐
philisierten	CAL‐B	von	C‐LECTA	wird	analog	der	AAV	5	bei	60	°C	durchgeführt.	Als	Referenz	dient	die	











1	 Novozym	435	 20	 3.180	 100	
2	 C‐LECTA	immobilisiert	 20	 2.190	 69	













Tabelle	55.	 Enzymkatalysierte	 Racematspaltung	 von	 rac‐4	 mittels	 immobilisierter	 CAL‐B	 von	
C‐LECTA.	
	
Eintrag	 MTBE	[mL]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS [%]	a) E	
1	 0	 52 96 96 194	





















Eintrag	 CAL‐B	[mg]	 T	[°C] t	[h] Umsatz [%] ee	[%]	 E
1	 2	 60 4.5 9 81	 10
2	 10	 60 4.5 26 91	 29
3	 2	 60 24 19 74	 8
4	 2	 20 24 6 80	 10
			5	a)	 2	 60 4.5 7 87	 2






Abbildung	143.	 Vergleich	 von	 alternativen	Acyldonoren	durch	 enzymatische	Racematspaltung	 von	
rac‐4.	
Der	 Vergleich	 der	 alternativen	Acyldonoren	 erfolgt	 analog	 der	 AAV	 6.	 Zu	 1‐Phenylethylamin	 (rac‐4,	
0.5	mmol)	wird	der	 entsprechende	Acyldonor	 (1	Äq.)	 gegeben	 und	 bei	 RT	 –	 60	 °C	 für	 4.5	 h	 gerührt	











Eintrag	 Acyldonor	 T	[°C]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS [%]	a)	 E	
1	 122	 60	 51 65 68	 9	
2	 122	 40	 49 67 64	 10	
3	 147	 60	 15 53 n.b.	 4	
4	 147	 40	 4 n.b. n.b.	 n.b.	
5	 111	 60	 25 92 n.b.	 33	
6	 111	 40	 31 82 37	 14	
7	 111	 RT	 29 71 30	 8	
			8	b)	 111	 RT	 51 87 91	 45	
9	 124	 60	 45 10 8	 1	
10	 124	 40	 40 11 7	 1	
				11	c)	 125	 60	 16 10 n.b.	 1	




































Eintrag	 Acyldonor	 T	[°C] Umsatz	[%] eeP [%] eeS	[%]	a)	 E
1	 122	 60 0 ‐ ‐	 ‐
2	 122	 40 0 ‐ ‐	 ‐
3	 147	 60 0 ‐ ‐	 ‐
4	 147	 40 0 ‐ ‐	 ‐
5	 111	 60 2 n.b. n.b.	 n.b.
6	 111	 40 0 ‐ ‐	 ‐
7	 124	 60 33 3 1	 1
8	 124	 40 12 5 n.b.	 1
9	 125	 60 93 0 13	 1









Eintrag	 t	[min]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS	[%]	a)	 E
1	 1	 15 97 n.b.	 78
2	 5	 26 95 n.b.	 54
3	 10	 30 94 40	 48
4	 20	 32 95 45	 61






Eintrag	 t	[min]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS [%]	a) E	
6	 45 36 97 55 >100	
7	 60 37 98 58 >100	
8	 120 41 97 67 >100	
9	 180 46 98 83 >100	
10	 270 43 96 70 >100	
11	 480 45	 89 73 37	









Eintrag	 t	[min]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS [%]	a) E	
1	 1	 30 79 34 12	
2	 5	 43 74 56 12	
3	 10 41 73 51 11	
4	 20 42 71 51 10	
5	 30 47 71 63 11	
6	 45 49 64 61 8	
7	 60 50 62 62 8	
8	 120 52 64 69 9	
9	 180 51 65 67 9	
10	 270 57 68 90 16	
11	 480 51 69 72 12	












Tabelle	61.	 Kinetik	 der	 enzymatischen	 Racematspaltung	 von	 rac‐4	 mit	 Cyanessigsäureethylester	
(124).	
	
Eintrag	 t	[min]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS	[%]	a)	 E
1	 1	 21 2 n.b.	 1
2	 5	 27 4 n.b.	 1
3	 10	 18 2 n.b.	 1
4	 20	 20 4 n.b.	 1
5	 30	 21 3 n.b.	 1
6	 45	 29 2 n.b.	 1
7	 60	 27 7 n.b.	 1
8	 120	 29 0 n.b.	 0
9	 180	 41 10 7	 1
10	 270	 48 10 9	 1
11	 480	 51 12 12	 1

















Eintrag	 t	[min]	 Umsatz	[%] ee	[%] E	
1	 1	 16 72 7	
2	 5	 17 74 8	
3	 10	 17 76 9	
4	 20	 16 77 9	
5	 30	 18 79 9	
6	 45	 19 78 10	
7	 60	 18 78 10	
8	 120	 24 79 11	
9	 180	 19 72 7	
10	 270	 22 92 31	
11	 480	 27 77 10	


































Eintrag	 Zeit	[min]	 Verlust	rac‐130	[mg]	 Verlust	rac‐130	[%]	
1	 0	 0	 0	
2	 5	 0.33	 0.7	
3	 10	 1.12	 2.3	

















Eintrag	 9	(Äq.)	 T	[°C]	 t	[h]	 Umsatz	[%] eeP [%] eeS [%]	a)	 E	
1	 1	 80	 4.5	 39 73 47 10	
2	 1	 80	 24	 42 97 70 >100	
3	 1	 60	 4.5	 49 79 79 20	
4	 1	 60	 24	 44 98 77 >100	
4	 1.5	 60	 4.5	 49 91 87 61	
				5	b)	 5	 60	 24	 63 76 n.b. 12	
				6	b)	 1	 60	 4.5	 46 70 60 10	
				7	b)	 1	 60	 24	 52 83 92 40	
8	 1	 40	 24	 50 90 90 58	
9		 1	 RT	 4.5	 43 67 51 8	










Eintrag	 T	[°C]	 t	[h] Umsatz	[%]	
1	 80	 24 8	
2	 80	 4.5 4	
3	 60	 24 9	
4	 60	 4.5 3	









Zur	 Bestimmung	 des	 Verlusts	 von	 2‐Methyl‐	 bzw.	 3‐Methylpiperidin	 (149	 bzw.	 150)	 während	 der	
Aufarbeitung	 werden	 43.7	 bzw.	 41.2	 mg	 der	 Substanzen	 eingewogen	 und	 über	 einen	 bestimmten	




Eintrag	 Amin	 Rührzeit	[min] Verlust	[mg] Verlust [%]
1	 149	 5 9.2 21
2	 149	 10 18.7 43
3	 149	 15 28.2 64
4	 150	 5 2.6 6	
5	 150	 10 6.0 15




Malonester	 (9,	 1	mmol,	 161.2	mg)	 gegeben	und	 für	 3	 h	 bei	 180	°C	 erhitzt.	Der	Umsatz	wird	mittels	








13C‐NMR	 (500	MHz,	 CDCl3):	 14.22	 (C‐11),	 18.66	 (C‐6),	 25.46	 (C‐3),	
26.13	(C2),	29.71	(C‐4),	36.68	(C‐8),	41.96	(C‐1),	61.41	(C‐10),	164.46	
(C‐9),	167‐96	(C‐7).	















Die	 Synthese	 erfolgt	 analog	 der	 AAV	 5.[253]	 Zu	 3‐Methylpiperidin	 (150,	 1	 mmol,	 99.6	 mg)	 wird	
Malonsäurediethylester	(9,	1	mmol,	159.8	mg)	gegeben	und	für	3	h	bei	180	°C	erhitzt.	Der	Umsatz	wird	


























Die	 Synthese	 erfolgt	 analog	 der	 AAV	 6.	 Zu	 3‐Methylpiperidin	 (150,	 0.5	 mmol,	 47.4	mg)	 werden	
Malonsäurediethylester	(9,	0.5	mmol,	79.6	mg)	und	CAL‐B	(40	mg/mmol,	20	mg)	gegeben	und	bei	60	°C	















Eintrag	 MTBE	[mL]	 T	[°C] Umsatz	[%] eeP [%]	 eeS	[%]	a)	 E
1	 ‐	 80 5 10 n.b.	 <2
2	 ‐	 60 15 10 n.b.	 1
3	 0.1	 60 34 13 7	 <2
				4	b)	 0.1	 60 75 18 54	 2
5	 ‐	 40 19 11 n.b.	 <2















Eintrag	 T	[°C] t	[h]	 Umsatz	[%] ee	[%]	 E	
1	 80	 24	 5 n.b. n.b.	
2	 60	 24	 9 <1 1	








zusätzlich	 eine	 Aufarbeitung	 analog	 AAV	 6.	 Das	 Verhältnis	 von	 ɛ–Caprolacton	(3)	 zum	 Zersetzungs‐

























13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 172.95	 (C9),	 138.45	 (C6),	
128.85	 (C2	 +	 C4),	 127.97	 (C1	 +	 C5),	 127.66	 (C3),	 62.68	
(C14),	43.75	(C7),	36.69	(C10),	32.39	(C14),	25.50	(C12),	25.40	(C13).	








Die	 enzymatische	 Acylierung	 von	 Benzylamin	 (134)	mit	 ɛ‐Caprolacton	 (3,	1	Äq.)	 und	 Lipase	 CAL‐B	
(40	mg/mmol)	wurde	analog	der	AAV	6	mit	unterschiedlichen	Reaktionsbedingungen	untersucht.	Die	










Eintrag	 MTBE	[mL]	 T	[°C] t	[h] Umsatz	[%]	
1	 0	 80 4.5 51	
2	 0.5	 80 4.5 65	










Eintrag	 T	[°C]	 t	[h] Umsatz	[%]	
1	 80	 4.5 30	
2	 60	 4.5 69	
3	 RT	 4.5 12	
4	 RT	 24 53	














1H‐NMR	 (500	MHz,	CDCl3):	 δ	 (ppm):	1.34	–	1.42	 (m,	3H,	
H‐13),	 1.49	 (d,	 3J	 =	 6.9	Hz,	 2H,	H‐9),	 1.54	 –	 1.60	 (m,	2H,	
H‐12),	 1.61	 –	 1.71	 (m,	 2H,	H‐14),	 2.19	 (t,	 3J	=	7.4	Hz,	 2H,	
H‐15),	3.63	(t,	3J	=	6.6	Hz,	2H,	H‐11),	5.14	(p,	3J	=	7.2	Hz,	1H,	
H‐7),	5.70	(br,	1H,	H‐8),	7.25	–	7.35	(m,	5H,	Har).	
HPLC:	 AD‐H‐Säule,	 95:5	 (n‐Hexan/i‐PrOH,	 v/v),	 210	 nm,	







Die	 Synthese	 erfolgt	 analog	 der	 AAV	 6.	 Zu	 1‐Phenylethylamin	 (rac‐4,	 5.0	 mmol,	 0.61	 g)	 werden	
ɛ‐Caprolacton	(3,	4.9	mmol,	0.56	g)	und	CAL‐B	(40	mg/mmol,	200	mg)	gegeben	und	für	4.5	h	bei	80	°C	



























1H‐NMR	 (500	MHz,	CDCl3):	δ	 (ppm):	1.36	–	1.42	 (m,	3H,	
H‐13),	1.49	(d,	3J	=	6.9	Hz,	2H,	H‐9),	1.54	–1.60	
	(m,	2H,	H‐12),	1.64	–	1.70	(m,	2H,	H‐14),	2.19	(t,	3J	=	7.4	Hz,	
2H,	 H	‐15),	 3.63	 (t,	 3J	=	6.5	Hz,	 2H,	 H‐11),	 5.14	 (p,	
3J	=	7.2	Hz,	1H,	H‐7),	5.73	(br,	1H,	H‐8),	7.25	–	7.35	(m,	5H,	
Har).	




















Eintrag	 T	[°C]	 t	[h] Umsatz	[%] ee	[%]	 E	
1	 80	 4.5 51 0 <1	
				2	a)	 80	 4.5 49 0 <1	
3	 60	 4.5 41 0 <1	
4	 60	 6 38 0 <1	
5	 60	 8 45 0 <1	
6	 40	 4.5 25 3 1	































Eintrag	 T	[°C] Umsatz	[%] ee	[%]
1	 80 37 0	
2	 60 4 n.b.	
3	 40 2 n.b.	
4	 RT 1 n.b.	










Eintrag	 t	[min]	 Umsatz	[%] ee	[%] E	
2	 5	 2 n.b. n.b.
3	 10	 3 n.b. n.b.
4	 20	 7 0 0	
5	 30	 6 <2 1	
6	 45	 7 0 0	






Eintrag	 t	[min]	 Umsatz	[%] ee	[%] E	
8	 120	 20 0 1	
9	 180	 22 0 1	
10	 270	 41 0 1	
11	 360	 38 0 1	
11	 480	 45 0 1	










1H‐NMR	 (500	MHz,	 CDCl3):	 δ	 (ppm):	 0.90	 (d,	 3H,	 3J	=	6.7	Hz,	
H‐6),	1.07	–	1.16	(m,	3H,	H‐10),	1.34	–	1.46	(m,	H2,	H‐3),	1.51	–	
1.71	(m,	6H,	H‐9,	H‐11,	H2),	2.21	(t,	3J	=	12.1	Hz,	2H,	H‐8),	2.52	
–	 2.59	 (m,	 2H,	 H‐5),	 2.93	 (t,	 3J	=	12.5	Hz,	 2H,	 H‐4),	 3.73	 (d,	
3J	=	13.6	Hz,	2H,	H‐1),	4.39	–	4.44	(m,	2H,	H‐12).	
13C‐NMR	 (500	 MHz,	 CDCl3):	 19.00	 (C‐6),	 22.45	 (C‐2),	 24.50	


















Eintrag	 Amin MTBE	[mL] Umsatz	[%]
1	 149 0 7	
2	 150 0 9	
3	 150 0.1 18	
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